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1.1. ESTRUCTURA DE LA RETINA
La retina de los vertebrados es una fina
lámina de tejido nervioso situada en el fondo
del ojo. Su función consiste en recibir las
señales luminosas y transformarlas en una sene
de impulsos nerviosos que son enviados al
cerebro a través del nervio óptico. Cran parte
del conocimiento que hoy tenemos sobre la
estructura de la retina lo debemos a los
trabajos de Ramón y Cajal (1892), realizados
en buen número de especies de vertebrados.
Ramón y Cajal describió y estudió todas las
clases de neuronas de la retina, menos las
células interpíexiformes, y también dos tipos
de células de glía, los astrocitos y las células
de Múller (figura 1.1). En la retina de algunas
especies, como el pollo, el único tipo de célula
de glía descrito es la célula de Mililer, objeto
de este trabajo de tesis.
La retina es parte del SNC, puesto que
Figura 1.1 (Ramón y Cajal, ¡909-1911,
modificado).
Dibujo semiesquemático de la tetina de lagaxto
(Laceria víridís) teñida con el método de
Golgi. Sobre el original de Cajal hemos
introducido una CélUla de Múller (ni) y una
posible inteiplexifonne (1), esta última
dibujada por él en una tetina de perro. a, b y
c: conos, d: bipolar desplazada, e y f:
bipolares, g: horizontal, h: ganglionar
desplazada, 1, j, k: amaeuinas, r: amacrina
desplazada, 8: ganglionar.
se desarrolla a partir de una porción del
prosencéfalo, que posteriormente se diferencia en el diencéfalo embrionario. En la parte
anterior ventral de esta porción del SNC y a cada lado de la línea media, se produce una
evaginación que da origen a la vesícula óptica. A su vez, el neuroepitelio de la vesícula óptica
sufre una invaginación secundaria, con lo que la vesícula óptica se transforma en la copa
óptica, que queda unida al resto del cerebro por el tallo óptico y, posteriormente, por el
nervio óptico (Rodiek, 1973). Entre las dos paredes de la copa óptica queda el ventrículo, que
es un espacio continuo con los ventrículos del cerebro. Posteriormente, este espacio se
colapsa y se conviene en un espacio virtual (ver figura 1.2).
El epitelio interno de la copa óptica constituye el neuroepitelio de la retina, del que
se formará la retina neural adulta, auténtico tejido nervioso formado por seis clases de





Figura 1.2 (Adaptado por Rodieck, 1973, de Walls, 1942, y 
modilicado) 
Sección transversal de ana reconsunccibn tridimensional de la 
copa óptica, mostrando la capa interna (il), que formar% la retina 
neurd, y la extema (01). que fonn& la mina pigmeomia. El 
espacio ventricular(v), sitoado entre ambas capas, se converhrìi 
en un espacio dual, el espacio sobreti; Iv: vesícula del 
cristalino; s: tallo óptico; se: superficie del ectodermo. 
y va a constituir el epitelio pigmentario de la retina, el cual no se diferencia como tejido 
nervioso, sino que queda como un epitelio de celulas de forma poligonal con abundantes 
invaginaciones en su cara externa y numerosas y largas prolongaciones en su cara interna. la 
cual contacta con la retina neural. 
Dentro de la retina neural se distinguen 
seis capas al microscopio óptico, formadas por los 
somas de las células y sus prolongaciones (figura 
1.3). Los somas celulares están dispuestos en tres 
capas nucleares, mientras que las prolongaciones 
forman las dos capas plexiformes y la capa de 
fíbras del nervio óptico. Por su estructura en 
capas, relativamente sencilla comparada con otras 
partes del cerebro. ofrece ventajas como modelo 
experimental en Neurobiología. Las seis capas 
clásicamente descritas son: 
l-Capa nuclear externa (CNE). En esta 
capa se sitúan, en varios niveles, los somas de los 
fotorreceptores (véase la figura 1 .l). 
2-Capa plexiforme externa (CPE). Es 
una capa de contactos sinápticos entre las 
prolongaciones internas de los fotorreceptores y 
las prolongaciones de las células horizontales, 
bipolares e interplexiformes (figura 1.1). 
3-Capa nuclear interna (CNI). En ella se 









Sección de retioa de pollo en El4 Mida 
por el m6todo de Feolpeo (preparaciún 
cedida por la Dra. Rosario LQ~-LOJYZ.). 
En este estadio la cstroctwa en capas de la 
retimesmuysimilaralaqoehayeorctina 
adulta. La tinción de Feulgen es especifica 
de ADN, por lo que las capas nucleares se 
tifien, mientras las capas de fibras son 
transparentes. La sección se orienta tal 
como se orienti todas las figuras en este 
trabajo, con la palte ventricular o extema 
hacia miba y la parte vitrea 0 interna hacia 
abqio. Las capas de la Mina se abrevian 
como en cl texto. vi: humor vitreo. 
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bipolares, amacrinas, interpíexiformes y ganglionares desplazadas, así como los de las células
de Múller (gUa). Las células horizontales se sitúan formando la fila más externa de somas.
Los somas de las células bipolares y de Múller están ocupando aproximadamente los dos
tercios más externos de esta capa, mientras que las células amacrinas, las interpíexiformes y
las ganglionares desplazadas se sitúan en el tercio más interno (figura 1.1).
4-Capa plexiforme interna (CPI). En ella sinaptan las células bipolares, amacrinas,
ganglionares desplazadas e interpíexiformes por un lado, y las células ganglionares y
amacrinas invertidas por otro (figura 1 .1). En esta capa se distinguen aún hasta 7 estratos o
subcapas, según la especie y la zona de la retina.
5-Capa de las células ganglionares (CCG). Está formada por los somas de las
células ganglionares y los de las células amacrinas invertidas (figura 1 .1).
6-Capa de fibras del nervio óptico (CENO). Está formada por los axones de todas
las células ganglionares, las normalmente situadas y las desplazadas, los cuales están
orientados hacia la salida del nervio óptico (figura 1.1). Su grosor aumenta desde la retina
periférica hasta la zona de donde sale el nervio óptico (cabeza del nervio óptico).
En la retina neural se distinguen dos membranas limitantes, la interna y la externa.
La membrana limitante interna (MLI) está formada por la yuxtaposición, sin uniones de
tipo especializado, de los pies de conexión vítreos de las células de Millier. Se halla separada
del humor vítreo por una lámina basal. La llamada membrana limitante externa (MLE) está
formada por uniones especializadas (uniones adherentes) entre los segmentos internos de los
fotorreceptores, las mazas de Landolt (prolongaciones de algunas células bipolares) y las
prolongaciones externas de las células de Múller. Al observar esta zona al microscopio óptico,
daba la imagen de una membrana, por lo que se la denominó así. Entre la MlLE y el epitelio
pigmentario se observa una capa clara al microscopio óptico, la capa de conos y bastones
(CCB), también llamada espacio subretinal (ES), formada por los segmentos internos y
externos de los fotorreceptores, el m¡crovill¡ de las células de Múller y las prolongaciones
internas de las células pigmentadas, cuyos somas forman el epitelio pigmentario (EP). La
célula de Múller es la ~‘~cacélula de la retina que ocupa todas las capas de la retina, desde
la MlLE hasta la MILI.
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1.2. LA GLIA DE LA RETUNA
Clásicamente, la gua del SNC se ha clasificado en dos grupos, la microglía y la
macroglia. La microglia, descrita por vez primerapor Rio-Hortega (1919), está formada por
varias poblaciones celulares con diferentes morfologías que tienen función fagocítica, por lo
que se las considera parte del sistema retículo endotelial. Aunque su origen ha sido muy
discutido (Theele y Streit, 1993), Rio-Hortega ya apuntó que estas células podrían originarse
de monocitos sanguíneos, y en la actualidad hay fuertes evidencias de que las células
microgliales derivan de precursores de la médula ósea que migran al SNC durante el
desarrollo y en respuesta a lesiones (Boya y col., 1986, 1987, 1991; Hickey y Kimura, 1988;
Jordan y Thomas, 1988; Leong y Ling, 1992; Ling y Wong, 1993; Sievers y col., 1994).
La macroglía incluye a los astrocitos y a los oligodendrocitos, ambos de origen ectodérmico,
como el resto de células del SNC. Los astrocitos son células de aspecto estrellado con somas
pequeños e irregulares y numerosas prolongaciones. En base a su morfología se dividen en
fibrosos, que se sitúan principalmente en la sustancia blanca, y protoplásmicos, que se
encuentran en la sustancia gris. Los oligodendrocitos son células pequeñas, con menos
prolongaciones que los astrocitos. Se encuentran en el SNC mielinizando los axones de las
neuronas. Rio-Hortega (1919) también incluye dentro de los oligodendrocitos a las células
satélite, que rodean los somas de algunas neuronas.
En el SNC existen además varias poblaciones de células de glía, entre ellas las células
de Múller, orientadas radialmente y que comparten la caracteracterística de que una de sus
prolongaciones o el soma están en contacto con el espacio ventricular del SNC (la célula de
Múller contacta con el espacio subretinal, que en el embrión es continuo con la cavidad
ventricular del diencéfalo). Estas poblaciones, segi~n Reichenbach y Robinson (1995),
incluyen a los ependimocitos y células relacionadas y a la gil a radial adulta clásicamente
descrita (tanicitos y células de Múller). Algunas de estas células ocupan todo el grosor de la
pared del SNC (tanicitos y células de Múller), mientras que otras sólo ocupan una parte
(ependimocitos). La clasificación de las células de Múller como macroglía siempre ha sido
motivo de controversia. Ya Ramón y Cajal (1892) hizo una distinción clara entre astrocitos
y células de Miller, considerándolas diferentes tipos de glía. Numerosos autores, sin
embargo, han considerado a las células de Múller como astrocitos modificados (Polyak, 1941;
Magalbies y Coimbra, 1973 y muchos otros) o “variantes regionales del mismo tipo de
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macroglía”, como afirman recientemente Hollánder y col. (1991). Otros autores, sin
embargo, han seflalado que ésto podría ser una simplificación, pues presentan también
características ultraestructurales de oligodendrocitos (Rhodes, 1984; Stefansson y col., 1984;
Prada, F. y col., 1989a) y ependimocitos (Prada, F. y col., 1989a).
Como en el resto del SNC, en la retina hay abundancia de células de glía. En las
retinas avasculares de algunas especies de vertebrados, como es el caso del poíío, hay un solo
tipo de gUa, la célula de Miller o gua radial de la retina. Estas células fueron descubiertas
en 1851 por Múller. Se extienden radialmente entre las dos limitantes de la retina. Su soma
se encuentra en la CNI y las prolongaciones que parten desde sus dos polos, ventricular y
vítreo,recubren buena parte de la superficie de las neuronas de la retina. En las retinas
vasculares de otras especies, principalmente de mamiferos, se encuentran todos los otros tipos
de células gliales: microglí a, astroglía y oligodendroglia.
La microglía de la reúna es similar a la del resto del SNC. Estas células proliferan
cuando hay destrucción del tejido retinal (Wolter, 1957). Se establecen en la retina durante
el desarrollo (Hume y col., 1983; Ashwell, 1989) y son capaces de migrar, al menos
radialmente, hacia zonas lesionadas en las que hay detritus tisular (Thanos, 1992).
La astroglia de la retina fue descrita por Ramón y Cajal (1892). En las retinas sólo
parcialmente vascularizadas los astrocitos se encuentran en las zonas donde hay vasos
sanguíneos y no en las zonas avasculares (Stone y Dreher, 1987). Se sitúan entre las
prolongaciones de las neuronas, principalmente en la CFNO, y adoptan distintas morfologías
según su localización (Stone y Dreher, 1987; Distíer y col., 1993; Ramírez y col., 1994).
Su morfología y distribución pueden variar en respuesta a lesiones de la CFNO (Karschin y
col., 1986). En algunas retinas, la misma población de astrocitos están asociados a los axones
y a los vasos saguírxeos (Stone y Dreher, 1987; Distíer y col., 1993; Karschin, 1986;
Rungger-BrAndle y col., 1993; Ramírez y col., 1994). En la retina del conejo, sin embargo,
hay dos poblaciones separadas, una que se asocia con los axones, y otra que se asocia con
los vasos sanguíneos (Scbnitzer y Karschin, 1986). Estos astrocitos, que forman la glía
perivascular, a su vez presentan varios tipos en base a su morfología (Triviño y col., 1992).
Hay evidencias de que los astrocitos pueden ser de origen extrarretinal, y que penetran en la
retina desde el nervio óptico (Watanabe y Raff, 1988). La entrada ocurre antes del
establecimiento de la vasculatura, cuya formación parecen inducir (Jiang y col., 1995), pues
promueven la diferenciación de precursores endoteliales preexistentes.
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En la parte mielinizada de la retina del conejo se ha descrito además la existencia de
oligodendroglía (Berliner, 1931; Schnitzer, 1988; Robinson y col., 1993; Ehinger y col.,
1994), hecho que no ha sido señalado en la retina de otras especies. En retina de pollo hay
trabajos que señalan la existencia de un pequeño número de células guaJes cuyos somas se
sitúan en la CCC (Ebrlich, 1981) y que son aproximadamente el 5% del total de células en
esa capa (incluye las células ganglionares y las amacrinas desplazadas). Esta población, según
Nakazawa y col. (1993), estaría formada mayoritariamente por oligodendrocitos que se
forman tras la salida del ciclo de todas las neuronas y de las células de Múller, y cuyos
precursores proliferan extraventricularmente.
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1.3. LA CELULA DE MULLER ADULTA
Ramón y Cajal (1892) describió las células de Míflier en todas las clases de
vertebrados. Posteriormente, hasta la década de los sesenta, no fueron objeto de gran
atención, pues se entendía que su papel era meramente estructural. Sin embargo, en los
últimos 20 años han aparecido numerosos trabajos que tratan de su distribución, morfología,
citología, fisiología y desarrollo.
1.3.1 Distribución
Las células de Millíer se distribuyen por toda la
retina, aunque su densidad no es la misma en toda ella.
Así, la retina del conejo muestra un máximo en la región
vascularizada de 14250-16650 células/mm2 y un mínimo
en la zona periférica de 5600-6500 células/mm2
(Reichenbach y Wohlrab, 1983, 1986; Reichenbach, 1987;
Robinson y Dreher, 1990), estimándose el número total de
células de Múller por retina en 3.85-4.3 millones. En la
figura 1 .4 mostramos, a modo de ejemplo, un mapa con
las áreas de isodensidad de células de Múller en retina de
conejo elaborado por Robinson y Dreher (1990). En
retinas de otras especies se han obtenidos resultados
parecidos en cuanto al patrón de distribución, aunque los
valores absolutos varían (Dráger y col.,1984; Newman y
col., 1984; Gaur y col., 1988). No hemos encontrado
datos referentes a la distribución en retina de pollo.









Ejemplo de mapa de isodensidad
de células de Miller en retinas
de conejos montadas en plano y
marcadas con el monoclonal
4D6.
1.3.2 Morfología
Ramón y Cajal estudió la forma de las células de Múller en la retina de diversas
especies de todas las clases de vertebrados mediante el uso de la técnica de Golgi. En la
figura 1.5 puede observarse cómo, por una parte, su estructura básica es similar en todas las
clases, aunque en cada una poseen características propias y, por otra parte, que la morfología
de la célula varía en cada capa de la retina. Dentro de la complejidad que presentan estas
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células se aprecia que en peces, anfibios y mamíferos, las células son relativamente simples,
mientras que en reptiles, y sobre todo en aves, son más complejas. Existe un caso particular,
el de la célula de MUller de la retina del camaleón, la cual es extraordinariamente compleja
(véanse las figuras 1.6 y 1.7). A C
a
Según las descripciones y dibujos
de Ramón y Caj al, la célula ocupa todo
el grosor de la retina y su soma se sitúa ___
en la CNI. La porción de célula que se
extiende entre el soma y la MlLE es la <~
prolongación ventricular o externa y la ccc
que discurre entre el soma y la MLI es la ~ U
prolongación vitrea o interna.
La prolongación ventricular tiene
unas características similares en todas las
especies. A nivel de la MLE muestra una
placa de la que salen mícrovíllí hacia el
exterior, lo cual es común a todas las
cm
células que Reichenbach y Robinson
(1995) incluyen dentro del grupo de la
MU
ependimoglía. En la CNE la
Figura 1.5 (Cajal, ¡892)
prolongación es ancha y forma una
especie de red de expansiones laminares Dibujos de células de Miller en una especie de cada
clase de vertebrados. A: Pez teleásteo (Cyprinus
que parecen recubrir completamente los carpio); E: anfibio (Rana esculenta); C: reptil
(Laceria viridis); D: ave (Gaflus domnesticus) E:
somas de los fotorreceptores, aunque en mamífero (Bos taunis).
la lagartija y el poíío no aparece tan
claro. A nivel de la CPE la prolongación se estrecha. En esta capa confluyen, en algunas de
las especies, pequeñas prolongaciones que parten de la célula a nivel del borde interno de la
CNE y del borde externo de la CNI. En la CM encontramos de nuevo expansiones que
recubren los somas de las neuronas, aunque sólo ocupan toda la CNJ en la rana, ya que en
el resto de las especies dibujadas por Ramón y Caja] quedan restringidas a la parte
comprendida entre el borde externo de la CNI y el núcleo, mientras que en el buey están
apenas desarrolladas.
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La prolongación vitrea puede ser simple, como en los casos de la carpa, rana y buey.
En este caso emite tangencialmente numerosas prolongaciones pequeñas e irregulares,
principalmente a nivel de la CPI. La prolongación se puede bifurcar a nivel de la CCC. En
reptiles y aves es más compleja, pues se descompone en varias prolongaciones desde el soma
o cerca de él. En éstas también se observan las prolongaciones tangenciales en la CPI. Tanto
en las prolongaciones simples como en las complejas, es frecuente encontrar engrosamientos
a nivel de la CCG, además de las bifurcaciones señaladas anteriormente. A nivel de la MLI,
forman unos engrosamientos cónicos característicos, los llamados pies terminales.
Los estudios de Ramón y Cajal han sido complementados por otros más recientes
realizados en especies de varias clases de vertebrados, en los que se han utilizado otras
técnicas además del método de Golgi.
La célula de Múller del camaleón
fue descrita por Ramón y Cajal (1892,
figura 1.6), quien apuntó la existencia de
una prolongación accesoria. Posteriomente,
ha sido estudiada, también mediante el
método de Golgi, por Prada, F. y col.
<1979), quienes han encontrado un gran
nivel de complejidad estructural (ver figura
Célula dc Miller de la fóvea central de la reúna
1.7). La célula tiene prolongaciones gruesas adulta del camaleón (Chamaleo wlgaris).
que salen de la prolongación ventricular a
nivel de la CNE (también llamada en el cii
CPE
camaleón capa de Henle) y que siguen una
trayectoria más o menos horizontal en la
retina. A estas prolongaciones se les llama
ca
CM
Figura 1.7 (Praday col., >979> ~~1
Dibujos de células de MOler en distintas regiones O”
de la reúna adulta del camaleón; 1: fóvea; 2 y 3:
reúna central; 4 yS: reúna periférica; CH: capa ______________________
de Henle; flecha en a y b: ramificación en
prolongación accesoria; flecha en c: ramificación
en prolongación no accesona.
CM
cn
Figura 1.6 (Cajal, 1892)
lo
accesorias. En la zona central de la retina las células poseen normalmente una sola
prolongación accesoria que termina en la CNI en un engrosamiento donde se sitúa el núcleo
de la célula. En la zona foveal y en la parafoveal las células suelen presentar varias
prolongaciones accesorias. Una de ellas, normalmente la de menor recorrido por la capa de
Henle, es la que lleva el núcleo celular. En las zonas más periféricas de la retina la célula de
Miller es simplemente un cuerpo grueso situado a nivel de la CNE del que salen numerosas
prolongaciones, algunas de las cuáles llegan a la MILI. A medida que la zona va siendo menos
periférica, la célula va presentando un mayor parecido con las de la retina central.
La célula de Miller del conejo
ha sido, probablemente, la más
estudiada entre la de los mamíferos.
Reichenbach (1987) y Reichenbach y
col. (1989> estudiaron la morfología
de estas células mediante el método
de Golgi y disgregación celular. En la
figura 1 .8 puede verse cómo en la
parte central de la retina las células
son largas y estrechas y tienen pies de
anclaje vítreos también estrechos. Son
muy patentes las expansiones
launnares que emite la célula en la Figura 1.8 (Reichenbach y col., 1989)
eNE, y que forman una estructura Células teñidas con el método de Golgi en varias regionesde la reúna del conejo, desde la zona más periférica
como en panal de abejas que engloba (derecha) hasta la parte inielmizada (izquierda).
los somas de todos los
fotorreceptores. En la CM no se observan laminaciones, sino pequeñas prolongaciones de
aspecto irregular. También se observan pequeñas prolongaciones en la CPI. A nivel de la
CCC y la CFNO se hace delgada y tiene un perfil liso. A veces se ramifica a nivel de la
CFNO y forma 2 6 más pies vítreos. En la periferia de la retina la célula es mucho más corta
y gruesa y los pies de anclaje vítreos son también mucho más gruesos. En las células
disgregadas, la zona de la prolongación ventricular similar a un panal de abejas aparece
formada por varias prolongaciones, no observándose las expansiones laminares. Según
Reichenbach y Wohlrab (1986), los cambios de morfología de la célula estén relacionados con
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el distinto grosor de la zona de la retina
en la que se halla. Robinson y Dreher CNE
(1990), mediante marcaje con
peroxidasa y con anticuerpos
monoclonales, obtuvieron unos CM
4—
resultados similares, aunque encontraron CFI
unas finas prolongaciones que parten —
CCC
cerca del soma y se ramifican a nivel de .4-———.
la CPI (figura 1.9). A partir de la CPE
la prolongación ventricular se divide en Figura 1.9 (Robmson y Dreher, 1990)
ramificaciones que siguen un trayecto
Dibujos a cámara clara de células de Miller de conejo
sinuoso hacia la MLE. Estas teñúlas con peroxidasa, mostnndo su relación con las
prolongaciones se hallan comunicadas capas dc la reúna.
por finas láminas que forman las expansiones esféricas observadas en tinciones de Colgi por
Reichenbach y col. (1989).
La célula de Múller del gato, a nivel de la CFI exhibe una especialización que no ha
sido descrita en otras especies. Consiste en la emisión de numerosas prolongaciones radiales
y largas, de modo que dan a la célula un aspecto estrellado a este nivel (Stone y col., 1991).
Otra de los mamíferos estudiados es el tupaya (Reichenbach y col., 1995), que tiene
una retina cono-dominante. La célula de Millíer es corriente que tenga 2 ó más
prolongaciones vítreas en esta especie. Los autores sugieren que las retinas cono-dominantes
podrían inducir la producción de varias prolongaciones vítreas, y las bastón dominantes, la
producción de una sola prolongación.
Dreher y col. (1992) estudiaron la morfología de las células de Miller en varias
especies de mamíferos con retinas vascularizadas y no vascularizadas. Para comprobar la
hipótesis de que estas células participan en la distribución de nutrientes en la retina,
estudiaron la posible relación entre la forma de las células y la vascularización de la retina.
Encontraron 4 diferencias entre retinas vasculares y avasculares (figura 1 .10). Las dos más
interesantes son el menor grosor de las prolongaciones vitreas en las retinas avasculares y que
las prolongaciones de la célula que rodean los somas de los fotorreceptores siguen recorridos
más rectos y definidos en las retinas vasculares.
En la reúna del pollo, Prada, F. y col. (1989b) describieron dos tipos de células de
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Múller (figura 1 .11). La prolongación ventricular
de ambas células es idéntica y responde a la
descripción hecha por Ramón y Cajal (1892). La
porción de célula que atraviesa la CNE tiene un
gran grosor y presenta pequeñas expansiones
laminares. En la CPE la célula se estrecha y
emite pequeñas prolongaciones radiales que
quedan dentro de esta capa. A veces estas
ramificaciones parten de la CNE y alcanzan la
CPE. La célula vuelve a ensancharse a nivel de la
CNI y su trayecto se hace sinuoso, pareciendo
adaptarse a los somas de las neuronas adyacentes.
De estas inflexiones salen cortas expansiones con
una distribución radial. El soma se halla en el
tercio medio de la CNI y es algo más ancho que
el resto de la célula. De su polo vítreo parten
prolongaciones que alcanzan la MLI siguiendo
dos patrones diferentes que permiten distinguir
dos tipos de células. El primero de estos tipos
(células tipo 1) es el ya descrito por Ramón y
Cajal. Corresponde a células con abundantes
prolongaciones que surgen del soma o de
prolongaciones cortas que parten de él. El otro
tipo (células tipo II) son células con sólo dos o
tres prolongaciones que parten del soma y se
ramifican a nivel de la CCG para dar varias
prolongaciones que alcanzan la MLI. Aunque
ambas células se encuentran distribuidas en toda
la retina, las células tipo 1 son más abundantes en
la retina central y las tipo II en la periférica.
Ambos tipos de células pueden presentar








Figura 1.10 (Drehery col., 1992)
Dibujo de células de Miller idealizadas de
retinas de conejo en la zona no
vascularizada (A), cobaya (B), equidna
(C), rata (D), humano (E), perro (F> y
gato (O). Las células en la parte superior
pertenecen a retinas vascularizadas, y en la





Figura 1.11 (Piada, F. y col., 1989b)
Células de Miller de tetina de pollo en
E17-18, estadios en los que su morfología
es similar a la que presentan en estado






niveles de la prolongación ventricular, aunque son más abundantes en las células tipo II. En
un trabajo posterior Prada, F. y col. (1989a) profundizan en el estudio de la variabilidad
morfológica de estas células. Según la localización de las células dentro de la retina, la
morfología de la célula va cambiando, como ocurre en el conejo (Reicbenbach y Wohlrab,
1986). Así, cuanto más periférica es la célula, más corta y gruesa es, y menor es el número
de prolongaciones que emite, también más cortas y gruesas. En la retina periférica se observa
a menudo que las prolongaciones siguen un rumbo tangencial u oblicuo a través de la CFI
antes de alcanzar la MLI. En la región del disco óptico la morfología se encuentra muy
alterada. La mayor parte de los somas celulares están en la mitad externa de la retina. El polo
externo del soma se continúa por medio de una banda de apariencia filamentosa de la que
parten prolongaciones que viajan en dirección oblicua dentro de la zona del disco óptico. La
parte interna de la célula se ramifica dando de cinco a ocho prolongaciones gruesas y
arqueadas, que se distribuyen al azar dentro del disco óptico, el margen del disco óptico y
la CPI de la retina, sin alcanzar la MLI. De este modo forman una densa red de
prolongaciones, la cual se supone que podría actuar como una barrera para aislar la retina de
los capilares sanguíneos.
En nuestra tesina de licenciatura hicimos un estudio sobre la morfología de las células
de Míllier adultas usando un método de disgregación celular puesto a punto en nuestro
laboratorio, que extrae las células del Sistema Nervioso con un alto grado de preservación
morfológica (Prada, C. y col., 1991; Prada, F. y col., 1995). En nuestras disociaciones no
hemos podido identificar las células de tipo II descritas por Prada, F. y col. (1989b).
observamos que la prolongación vítrea de todas las células se divide y forma uno o varios
haces de numerosas prolongaciones que se dirigen hacia la MLI, formando lo que hemos
denominado, por su apariencia en las disgregaciones, la “cabellera” vitrea. Por lo demás,
nuestros resultados corroboran los de estos autores, y además nuestro método de disgregación
nos ha permitido observar que la porción de la célula que atraviesa la CNE, la cual en
tinciones de Golgi aparece como una región engrosada sin una estructura clara, está formada
por dos o más prolongaciones que se extienden desde la CPE hasta la MlLE, al igual que
ocurre en células disgregadas de conejo (Reichenbach y Wohlrab, 1986). Algunas de las
células presentan una o varias estructuras anulares entre el extremo ventricular y el soma, es
decir, tramos de la prolongación que rodean zonas circulares y aparentemente laminares de
la célula. En las células disgregadas no se observan las laminaciones que se han observado
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en tinciones de Golgi y por microscopia electrónica que recubren los somas de las neuronas.
Se han realizado numerosos estudios sobre la morfología de las células de Milíler
mediante microscopia electrónica, con resultados bastantes coincidentes en cuanto a la
morfología general de la célula (Fine y Zimmerman, 1962 en humano; Meller y Olees, 1965
y Prada, F. y col., 1989 a y b en pollo; Miller y Dowling, 1970 en Necturus (anfibio);
Magalhies y Coimbra, 1972 y Reichenbach y col., 1988a y b en conejo; Rasmussen, 1972
en rata; Sarthy y Bunt, 1982 en tortuga; Reichenbach y col., 1995 en tupaya (mamífero);
Uga y Smelser, 1 973a y Rasmussen, 1974 en especies de varias clases). Todos los autores
coinciden en señalar que prácticamente todas las células de la retina se hallan recubiertas por
prolongaciones o expansiones de la célula de Millíer, y que los contactos sinápticos de las
capas plexiformes estén también rodeados por prolongaciones de estas células. El tupaya
presenta peculiaridades (Reichenbach y col., >995), pues las expansiones que rodean los
somas de las células de la retina son multilamelares, sin que se conozca el significado de este
hecho. En retina de mamífero (Hildebrand y Waxman, 1983; Reichenbach y col., 1988c) está
descrito que la célula de Miiller emite pequeñas prolongaciones que forman una especie de
corona en tomo a regiones de los axones de la CFNO con estructura similar a la de los
nódulos de Ranvier. A estas prolongaciones se les denomina “perinodales”.
1.3.3 Citología
La citología de la célula de Múller se caracteriza por la asimetría en la distribución
de orgánulos, de proteínas de membrana y del citoesqueleto. Es decir, la célula presenta una
distribución de ciertas moléculas y orgánulos que no es homogénea a lo largo de ella, sino
que varía en relación a las capas de la retina.
1.3.3.1 La membrana plasmática
La distribución de diferentes oligosacáridos de la membrana ha sido estudiada
mediante unión de lectinas específicas, empleando células disgregadas. Se detecta un gran
número de sitios de unión en la región de los microvillí (Sarthy y col., 1981; Reichenbach
y col., 1985). La bomba de Na~/K~ (Na~/K~ ATPasa) se encuentra también en mayor
concentración en la región de los microvillí (Stirling y Sarthy, 1985), así como en las partes
de la célúla contenidas en las capas plexiformes (Reichenbach y col., 1988a). La 5’-
nucleotidasa, otra proteína de membrana, también se distribuye asimétricamente,
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encontrándose en la CNE y CPE (Kreutzberg y Hussain, 1982). En contraste, la glicoproteina
asociada a la mielina (MAG) se encuentra distribuida por toda la célula, desde el microvillí
a la CFNO (Stefansson y col., 1984). Esta proteína es propia de los oligodendrocitos y,
curiosamente, su expresión se ha descrito en retina humana, la cual no se mieliniza.
Mediante estudios de microscopia electrónica de réplicas de criofractura se ha
estudiado la distribución de partículas intramembranosas en las células de gUa. En
determinadas zonas de la membrana de los astrocitos, estas paniculas adoptan ordenaciones
regulares ortogonales (Landis y Reese, 1974). Este tipo de ordenación también se ha
encontrado en la superficie de los pies vítreos de la célula de Miiller de mamíferos y, en las
retinas vascularizadas, en los puntos donde las prolongaciones contactan con los vasos
(Raviola, 1977; Wolburg y Berg, 1987, 1988; Gotow y Hashimoto, 1989; Richter y col.,
1990). También se encuentran en las Millíer de peces (Berg y Wolburg, 1989) S’ en las de
urodelos, pero no en las de anuros (Wolburg y col., 1992). En el apartado 1.3.4.3 haremos
algunas consideraciones sobre su posible función.
Las células de Múller tienen uniones entre sí y con los fotorreceptores a nivel de la
MLE. Las uniones más frecuentemente observadas son del tipo zonula adherens o uniones
adhesivas (Reichenbach y Robinson, 1995). En peces, sin embargo, son uniones estrechas,
y en anuros son tipo gap o comunicantes (Uga y Smelser, 1973a). Se ha descrito también la
presencia de uniones comunicantes en las capas internas en las células de Millíer humanas
(Reale y col., 1978). En conejo existen uniones comunicantes entre astrocitos,
oligodendrocitos y células de Múller (Robinson y col., 1993), las cuales permiten el tráfico
de moléculas desde astrocitos y oligodendrocitos hacia las células de Míllíer, pero no en
sentido inverso.
1.3.3.2 Los orgánulos intracelulares
El núcleo se sitúa en la parte media de la célula, dentro de la CNI, pero a distintos
niveles dentro de ésta. Su forma general es aproximadamente elíptica, con el eje mayor
paralelo al longitudinal de la célula (Rasmussen, 1972, 1974). Muchos autores destacan que
tiene una forma algo irregular, como si su perfil se impresionara con la morfología de las
neuronas que le rodean (Reichenbach y col., 1988a).
Las mitocondrias se distribuyen de distinta forma dependiendo de la especie. En
especies con retina vascularízada las mitocondrias se concentran en los pies vítreos. Cuando
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la retina está vascularizada superficialmente se encuentran por toda la célula, pero más
concentradas en la mitad interna. Cuando la retina es avascular se encuentran en la parte
ventricular, cerca de los microvilli (liga y Smelser, 1 973a; Rasmussen, 1974, 1975).
Fernández y col. (1995) encontraron dos poblaciones de mitocondrias en retina de carpa, una
positiva al marcaje con la proteína quinasa C (PKC) y otra negativa. Las mitocondrias PKC
positivas se encuentran mayoritariamente cerca de los vasos sanguíneos.
El retículo endoplásmico liso se concentra a nivel de las capas más internas, mientras
que el retículo endoplásmico rugoso, los ribosomas y el aparato de Golgi se encuentran, en
general, en la zona de la CM, en torno al núcleo (MagalMes y Coimbra 1972,11973; Uga
y Smelser, 1973a; Reichenbach y col., 1988a y b). En la porción externa de la célula se
encuentran cuenpos multivesiculares, un orgánulo membranoso (Reichenbach y col., 1988a).
Las células de Múller son el principal almacén de glucógeno en la retina. Su
distribución en conejo es asimétrica, encontrándose el mayor número de gránulos de
glucógeno en la parte interna, y disminuyendo a medida que nos aproximamos a las capas
externas (Magalháes y Coimbra, 1970). El glucógeno es más abundante en: las retinas
avasculares (Uga y Smelser, 1973a).
1.3.3.3 El citoesqueleto
Aunque los estudios de ultraestructura han servido para estudiar el citoesqueleto, sobre
todo la distribución de los gliofilamentos, la mayor información ha sido obtenida mediante
técnicas inmunohistoquimicas. Estos estudios han revelado la presencia de vimentina en las
células de Miller de ratón (Schnitzer y col., 1981; Drliger, 1983; DrAger y col., 1984), rata
(Shaw y Weber, 1983), conejo (Schnitzer, 1985 y 1988), pollo (Lennnon y Rieser, 1983),
tortuga <Gaur y col., 1988) y camaleón (Prada, F. y col., 1995). Esta proteína se expresa
también en células neuroepiteliales y en las células que Reichenbach y Robinson (1995)
clasifican como ependimoglía. Otra proteína componente de filamentos intermedios, la
desmina, también ha sido encontrada en las células de Miller (DaN y Bignami, 1982). La
proteína fibrilar ácida glial (GFAP), el filamento intermedio que se localiza en los astrocitos,
ha sido demostrada en las células de Millerde la retina de varias especies de peces (Bignami,
1984; Linser y col., 1985; Jones y Schechter, 1987; Nona y col., 1989) y anfibios (Xenopus:
Szaro y Gainer, 1988). En retina de pollo no se detectó en un primer estudio (Leminon y
Rieser, 1983), aunque estudios posteriores han confirmado su expresión (Torelli y col., 1989;
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Semple-Rowland, 1991). En retina normal de mamífero hay datos contradictorios sobre la
presencia de GFAP (Bjórklund y col., 1985), que parecen sugerir que esta proteina no se
expresa en condiciones normales. Sí hay un consenso, sin embargo, sobre su presencia en
retinas lesionadas o en degeneración (Bignami y DaN, 1 979; Shaw y Weber, 1 983; Lewis
y col., 1989; Reichenbach y col., 1992). Estos datos sobre expresión de vimentina y GFAP
condujeron a Bignami (1984) a considerar la posibilidad de que los filamentos intermedios
de la glía de Múller sean heteropolímeros de estas dos proteínas, variando las razones entre
las dos proteínas según las especies y como respuesta a lesiones. La co-expresión de
vimentina y otros filamentos intermedios no es exclusiva de las células de Múller. Por
ejemplo, los astrocitos inmaduros de retina de conejo coexpresan vimentina y GFAP
(Schnitzer, 1988). Las células horizontales de la retina de ratón contienen vimentina y
neurofilamentos (Dráger, 1983), y en varias especies de peces GFAP y neurofilamentos
(Linser y col., 1985). En astrocitos cultivados de ratón se ha demostrado que la GFAP y la
vimentina copolimerizan en los mismos filamentos (Abd-EI-Basset y col., 1992>. Por otra
parte, también algunas neuronas, en estadios tempranos de desarrollo, expresan vimentina
(Bignami y col., 1982). En tinciones inmunohistoquimicas contra filamentos intermedios de
la célula de Múller, la máxima intensidad de marcaje se observa en la zona de la CFNO y
disminuye en capas más externas.
Además de filamentos intermedios, también se han identificado algunas proteínas
asociadas a citoesqueleto (filamina o una proteína relacionada: Lemmon, 1986; gelsolina:
Legrand y col., 1991, en conejo). La proteína S-l0O se ha encontrado en las células de
Múller de mamíferos (Cocchia y col., 1983; Kondo y col., 1983), pero no en la de pollo
(Linser y Moscona, 1981).
Por último, se han obtenido varios anticuerpos que marcan componentes fibrilares de
las células de Múller y que, por tanto, es presumible que sean proteínas de citoesqueleto, y
cuyo patrón de expresión es distinto al de la vimentina, aunque no han sido totalmente
caracterizados desde el punto de vista molecular (Dráger y col., 1984 en ratón; Lemnion,
1985 en pollo; Robinson y Dreher, 1990 en conejo; Dreher y col., 1992 en varias especies
de mamíferos). Uno de estos anticuerpos es el monoclonal 3CB2 (Prada, F. y col., 1995),
el cual marca intensamente toda la célula de Múller en varias especies de vertebrados. En la
retina de pollo marca también los axones de las células horizontales. Se trata de un marcador
de células de Millíer muy temprano, ya que las marca selectivamente desde el día embrionario
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7.5-8 (E7.5-8), cuando comienza su diferenciación. Esta proteína tiene un peso molecular
próximo al de varios filamentos intermedios, aunque su patrón de marcaje en secciones la
distingue de los filamentos intermedios y de las proteínas reconocidas por otros monoclonales
descritos. Los autores sugieren que podría tratarse de una proteína asociada a filamentos
intermedios. En esta tesis estudiaremos su expresión en las células de Múller a lo largo del
desarrollo.
También se ha estudiado la distribución de moléculas del citoesqueleto a nivel de la
MLE, la cual está formada por uniones adherentes entre las células de Múller y entre éstas
y los fotorreceptores. Williams y col. (1990), en un estudio realizado en poíío encontraron
a este nivel actina, miosina, alfa-actinina y vinculina.
1.3.3.4 Marcadores de la célula de Múller
Algunos de los anticuerpos que hemos mencionado en los apartados anteriores, sobre
todo la vimentína, se usan como marcadores de células de Míllíer, tanto en secciones como
en células disgregadas y en cultivos. Además de éstos, se han descrito varias enzimas
específicas de las células de Múller, detectables por reacciones histoquimicas (reacciones de
enzimas oxidativas: Berkow y Patz, 1964; actividad esterásica inespecífica: Bhattacharjee y
Sanyal, 1975; NADH-diaforasa: Reichenbach y Wohlrab, 1983) o por anticuerpos
monoclonales (glutamina sintetasa: Riepe y Noremburg, 1977; Linser y Moscona, 1979;
anhidrasa carbónica: Linser y Moscona, 1981). Otra proteína identificada
inniunobistoquimicamente en mamíferos es la proteína celular ácida ligante de retinal
(CRALBP), que se distribuye por todo el citoplasma de la célula (Bunt-Milam y Saari, 1983).
Además, se han producido anticuerpos monoclonales que marcan proteínas, algunas de ellas
no caracterizadas molecularmente, que se expresan en células de glía del SNC, y que en la
retina sólo se expresan en células de Miller &roteínas reconocidas por los anticuerpos Ret-
01, Ret-G2 y Ret-03: Barustable, 1980 en rata; 2 anticuerpos contra antígenos de membrana:
Chan y col., 1984; proteína EAP-300: McCabe y Cole, 1992 en pollo). Especialmente
interesante nos parece el monoclonal 2M6 (Scblosshauer y col., 1991), cuya expresión,
estudiada en pollo, está restringida exclusivamente a las células de Miller, no encontrándose
en ningún otro tipo celular. Se trata de un antígeno proteico del que se desconoce su función.
Una característica común a muchos de los marcadores de la célula de Miller, tanto
histoquimicos como inniunohistoquimicos, es que reconocen moléculas que durante el
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desarrollo comienzan a expresarse en todo el neuroepitelio y que a veces, antes de restringirse
su expresión a las células de Múller, se expresan transitoriamente en neuroblastos y, en el
caso de retinas vascularizadas, en astrocitos inniaduros.
1.3.4 Función
Al ser la tetina una porción del SNC y la célula de Múller el único tipo de glia en
muchas especies y el tipo mayoritario en el resto, esta célula cumple en ella las funciones que
en el resto del SNC son llevadas a cabo por los distintos tipos de células gliales. Las
funciones que clásicamente se le han adjudicado a la célula de Múller son las de soporte y
aislamiento de las neuronas, así como de nutrición. Hoy en día sabemos que tienen también
importancia en el mantenimiento de la homeostasia tisular, pues mantienen el pH, eliminan
el exceso de K~ y retiran los neurotransmisores liberados por las neuronas. También son
importantes para el mantenimiento de la homeostasia el establecimiento y mantenimiento de
la barrera hemato-retinal y la respuesta ante lesiones, procesos en los que también parece
estar implicada la célula de Múller. También se piensa que la célula de Múller, como gUa
radial que es, puede jugar algún papel en la migración de cienos neuroblastos de la tetina.
Por último, se ha descrito la existencia en la célula de Múller de un cierto número de
receptores, canales y otros sistemas que sugieren fuertemente una interacción entre las células
de Múller y las neuronas y viceversa, lo que por una parte contribuida a integrar las
funciones de la célula de Múller para adecuar su funcionamiento al entorno y, por otra,
podría modificar la excitabilidad neuronal y/u otros procesos.
1.3.4.1 Función de soporte y aislamiento.
La primera función que se asignó a la célula de MÍiller fue la meramente estructural:
proveer a la retina de una especie de trama interna que soporta su compleja arquitectura.
También se hizo especial hincapié en su función de aislamiento de las neuronas y los
contactos sináptícos entre ellas. Sin duda, las prolongaciones de las células de Múller rodean
de modo casi total los somas de algunas neuronas (Ramón y CaN, 1892), aunque no de
todas. Aíslan los contactos sinápticos en las capas plexiformes (Ramón y Cajal, 1892; Meller
y Olees, 1965) y también bordean los vasos sanguíneos (Kondo y col., 1983; Hollander y
col., 1991). En la CFNO las vainas de mielina que se observan alrededor de algunos axones
en las porciones más próximas al nervio óptico se originan a partir de las prolongaciones
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internas de las células de Múller (Ladman y Soper, 1962; Hughes y LaVelle, 1975; Prada,
F. y col.,1989b).
1.3.4.2 Función nutritiva y metabólica
Clásicamente se le ha adjudicado a la célula de Múller un importante papel nutricional,
por el hecho de poseer abundante microvillí (Uga y Smelser, 1973a), por ser el principal
almacén de gucógeno de la retina (MagalMes y Coimbra, 1970), y por haberse descrito la
existencia de vesículas pinocíticas en su superficie (Prada, F. y col., 1989b). También se ha
demostrado la presencia de la glucógeno fosforilasa, esencial en la movilización de las
reservas de glucógeno, por medios histoquimicos (Ohanian, 1972) e innunohistoquimicos
(Pfeiffer y col., 1994). Además, se ha demostrado la existencia de las proteínas GLUT 1
(Mantych y col., 1993) y GLUT2 (Watanabe y col., 1994), transportadoras de glucosa por
difusión facilitada en células de Múller de retinas humanas y de rata respectivamente. Puede
también desempeñar una importante función en el metabolismo de la vitamina A, pues es la
única célula de la retina neural en la que se localiza la proteína celular ácida ligante de retinal
(Bunt-Milam y Saari, 1983; Saari y col., 1984) y la proteína celular ligante de retínol (Bok
y col., 1984). Hoy es bien conocido que la vitamina A es una molécula esencial en el proceso
de fototransducción.
1.3.4.3 Mantenimiento de la homeostasia retinal
La célula de Miller juega un papel preponderante en la bomeostasia de la retina, por
la eliminación del exceso de IC~ del espacio extracelular. Newman (1984, 1985 a y b)
demostró en retina de salamandra que la célula de Miller es casi exclusivamente permeable
al K4, y que el mayor número de canales para este ion se concentran en el pie vítreo.
Baséndose en estos hallazgos, Newman y col. (1984) propusieron que las células de Miller
toman del espacio extracelular el exceso de K4 generado por la actividad neuronal y lo
eliminan al vítreo. A este mecanismo lo denominaron spatial siphoning, ya que el exceso de
es expulsado del tejido (Karwoski y col., 1989). Los canales de K4 que se encontraron
en salamandra son del tipo inward rec4frers (Brew y col., 1986; Newman, 1993),
especialmente adecuados para la función propuesta, aunque también existen canales de K4
tipo A (rápidamente inactivantes) y canales dependientes de Ca24 (Newman, 1985b).
Resultados similares se han obtenido en células de Miller de tortuga (Conner y col., 1985)
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y de rana (Skatchkov y col., 1995). Este mecanismo también se ha estudiado en mamíferos
(Reichenbach y Eberbardt, 1986), donde es similar, aunque la situación es más compleja. Por
una parte, se detectan diferencias entre retinas vasculares y avasculares (Newman, 1987;
Reichelt y Panicke, 1993) y, por otra, se ha identificado un mayor número de tipos de
canales de Kt, no homogéneamente distribuidos en la célula (Nilius y Reichenbach, 1988;
Reichelt y Panicke, 1993). Los grupos de panículas ordenados ortogonalmente que
mencionamos ene! apartado 1.3.3.1 han sido relacionados con el control de la concentración
de K~ extracelular y se piensa que pueden representar canales de K4 (Hatton y Ellisman,
1982; Wolburg y Berg, 1987), ya que se concentran en el pie vítreo. Otros autores, sin
embargo, señalan que la relación entre estas partículas y el tamponamiento del K~ no es tan
evidente (Berg y Wolburg, 1989; Wolburg y col., 1992), y que estos grupos de partículas
podrían cumplir otras funciones, quizás proporcionando cierta estabilidad a la membrana
(Gotow y Hashimoto, 1989).
La célula de MOller interviene en la retirada de los neurotransmisores liberados por
la transmisión sináptica, proceso importante para limitar la excitabilidad neuronal. A este
respecto, recuérdese que las prolongaciones de la célula de Miller rodean los contactos
sinápticos en las capas plexiformes (Meller y Olees, 1965). Las células de Miller poseen
sistemas de captación de varios neurotransmisores y/o neuromoduladores. Se han descrito
estos mecanismos para el glutamato (Ehinger, 1977; Casper y col., 1982; Brandon y Lam,
1983; Brew y Attwel], 1987; Barbour y col, 1988, 1991; Bouvier y col., 1992; Amato y
col., 1994), para el GAiBA (Ebinger, 1977; Sarthy, 1982, 1983) y para la taurina (Ehinger,
1973; Lake y col., 1978; Schulze y Neuhoff, 1983). También se han encontrado sistemas
enzimáticos para la inactivación y/o degradación de glutámico (R.iepe y Noremburg, 1977;
Sarthy y Lam, 1978; Linser y Moscona, 1979; Trachtenberg y Packey, 1983; Linser y col.,
1984), GABA (Hyde y Robinson, 1974; Moore y Gruberg, 1974; Sarthy y Lam, 1978) y
acetilcolina (Sartby y Lam, 1978).
Otro factor importante en la homeostasia de un tejido es el mantenimiento del pH.
Linser y Moscona (1981) demostraron inmunohistoquimicamente que la expresión de
anhidrasa carbónica está restringida en retina de pollo a la célula de Miller, lo que indica la
importancia de esta célula en el equilibrio ácido-base de la retina. Como es sabido, esta
enzima cataliza la reacción de hidratación del CO
2 para formar ácido carbónico <CO2 + H20
~ C01H2), que se disocia en H~ y HCO;, eliminándose así el exceso de CO2 generado en
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el metabolismo de las células de la retina. El funcionamiento de esta enzima fue comprobado
por Newman (1994) en células de Miller de salamandra recién disgregadas. Dado que la
célula posee en el pie vítreo un cotransportador de Na~/HCOg (Newman, 1991), el ion
bicarbonato sale al humor vítreo, de modo similar a lo que acune con el Kt Se postula
también la existencia de un intercambiador de Na~/H~, que sacaría el H~ al humor vitreo,
consiguiéndose así el mantenimiento del equilibrio ácido-base de la retina.
También relacionada con la homeostasia está la capacidad de inducir la formación de
la barrerabemato-retinal en las retinas vascularizadas; según algunos autores (Tout y col.,
1993; estudio realizado en conejo), las células de Miller pueden inducir la formación de la
barrera, aunque otros autores (Small y col., 1993; estudio realizado en cobaya) no han
observado tal inducción.
Hay indicios de que la célula de Miller puede estar implicada en procesos de
respuesta a lesiones en la retina, puesto que tras una lesión hay cambios en la expresión de
moléculas de citoesqueleto (Bignami, 1984; Humpb.rey y col., 1993; Dabin y Barnstable,
1995; Huxlin y col., 1995), así como de la enzima glutamina sintetasa y de la proteína del
protooncogén Bcl-2 (Grosche y col., 1995), ésta con presunto papel antioxidante en casos de
da5o tisular. Además la célula de Miller puede producir NO (Goureau y col., 1994; Liepe
y col., 1994), una de cuyas posibles funciones es la participación en procesos de defensa o
de respuesta a lesiones.
1.3.4.4 Papel en la migración celular durante el desarrollo de la retina
Diversos autores (Bhattacharjee y Sanyal, 1975; Meller y Tetzlaff, 1976; Prada, F.
y col., 1989b; Reichenbach y col., 1992, 1994), sugieren que las células de Miller pueden
jugar durante e] desarrollo de la retina un papel similar al adjudicado a la gua radial en el
desarrollo del SNC: especie de raíles a los que se adhieren determinados neuroblastos para
emigrar (Rakic, 1972). Es notoria la semejanza entre los glioblastos de Miller, en sus
primeros estadios, y la glía radial de otras zonasdel SNC en desarrollo. En la retina de pollo,
como veremos más adelante, las células de Miller comienzan a salir del ciclo celular después
que han comenzado a salir las células horizontales y amacrinas (Kabn, 1974; Prada, C. y
col., 1991), las cuales son las que realizan emigración libre en la retina. De hecho, la
mayoría de las células de Miller abandonan el ciclo después de E6 (Prada, C. y col., 1991),
cuando ya han emigrado y alcanzado las posiciones definitivas la mayoría de las células
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amacrinas (Prada, C. y col., 1987). Por lo tanto, no está claro que en la retina las células de
Múller jueguen algún papel en la emigración de los neuroblastos. Jueguen o no un papel en
la migración, sí pueden interactuar con los otros tipos celulares de la retina a lo largo del
desarrollo. Así, en cultivos heterotípicos de retina de rata los bastones tienen una marcada
preferencia a crecer neuritas sobre las células de Miller, y no sobre otros tipos celulares
(Kljavin y Reh, 1991).
1.3.4.5 Mecanismos de comunicación con las neuronas
En la célula de Miller se han descrito varios tipos de canales y receptores que podrían
servir como mecanismos de comunicación entre neuronas y glía o como sensores de actividad
neuronal. El glutámico es captado por medio de un intercambiador electrogénico e implica
movimiento de grupos OH~, lo que hace aumentar el PH extracelular y disminuir el
intracelular. Este cambio de pH, según Bouvier y col. (1992) podría ser una señal para las
neuronas y/o las células de Miller. En células disociadas de salamandra (Schwarz, 1993) y
en células cultivadas de pollo (López-Colomé y col., 1993) existen, además de mecanismos
de transporte, receptores para el glutámico de tipo metabotrópico, que promueven la
activación de la proteína quinasa C, la hidrólisis de fosfoinosítidos y la entrada de Ca2~. Uno
de los efectos de la entrada de Ca2~ es el aumento de la permeabilidad de la célula al Kt. Así
pues, la propia actividad neuronal podría modular la permeabilidad de la célula de Miller a
este ion. En un elasmobranquio -la raya- se ha demostrado la existencia de receptores para
GAIBA, posiblemente del tipo GABAA, que abren canales de C1 {Malchow y col., 1989). En
mamíferos, Biedermann y col. (1995) han encontrado receptores para dopamina (DJ. Los
autores señalan que la adición de agonistas de estos receptores hacen disminuir la
permeabilidad al K~, lo que a su vez podría modificar la excitabilidad de las neuronas
vecinas, al modificarse el mecanismo de tamponamiento del K~. En células de poíío
cultivadas varios neuropéptidos que se encuentran en la retina (glucagón y péptido intestinal
vasoactivo) hacen aumentar la concentración de AMI> cíclico (Koh y col., 1984). En
salamandra se ha descrito que las catecolarninas estimulan una corriente eléctrica hacia dentro
(Henshel y Miller, 1992), aunque se desconoce si se produce por un mecanismo de transporte
electrogénico, como el que existe para el glutamato, o por activación de canales iónicos. En
células de Miller humanas cultivadas se han encontrado, por vez primera en glía, receptores
NM?DA, cuya activación por glutamato promueve la proliferación de las células en cultivo
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(Uchihori y Puro, 1993). No se ha descrito proliferación de células de Miller adultas, por
lo que se desconoce el significado de estos receptores en condiciones fisiológicas.
Señalaremos que otras sustancias, como el factor básico de crecimiento de fibroblastos, la
interleukina 2 y el factor de crecimiento nervioso (Small y col., 1991; Jkeda y Puro, 1994)
tienen este mismo efecto in viti-o.
La concentración intracelular de Ca24 en la célula de Miller puede variar, bien por
su entrada a través de los canales de Ca24 sensibles a voltaje descritos por Newman <19851»,
que se abren en caso de alta concentración extracelular de K4, o bien por liberación de Ca24
de los almacenes intracelulares por acción de ciertas drogas como cafeína y rianodina
(Keirstead y Miller, 1995). Esto podría servirpara potenciar la expulsión de K4 al vítreo por
canales dependientes de Ca24 (Newman, 1985b) o para inducir determinados cambios en la
célula, dada la importancia del Ca24 como mensajero intracelular. Cuando la liberación es de
almacenes intracelulares, en medio libre de Ca24, el incremento de concentración intracelular
comienza en el extremo ventricular y continúa, propagéndose como una onda, hasta el poío
vítreo. En células de Miller humanas cultivadas se han encontrado canales para Ca24 y otros
cationes mono y divalentes activados por estiramiento (Puro, 1991). No se han descrito en
células disgregadas ni in situ, pero se postula que en caso de aumento de volumen de la
célula, el ingreso de Ca24 podría activar canales de Kt dependientes de este catión, con lo
que se expulsaría K4 acompañado por agua. En algunas células de Miller de mamíferos como
gato y perro, aunque no en otras como conejo y cobaya, se ha descrito la existencia de
canales de Na4 dependientes de voltaje, similares a los neuronales (Chao y col., 1993). Hay
indicios de que podrían estar localizados en las prolongaciones perinodales (Chao y col.,
1994). Estos canales, asumiendo esta localización, podrían funcionar como sensores de la
actividad neurona].
Las células de Miller liberan sustancias neuroactivas en determinadas situaciones. Así,
despolarizaciones causadas por elevación de la concentración del l<~ extracelular o por efecto
de veratridina promuevan liberación de GABA mediada por aumento de la concentración
intracelular de Ca24, lo que podría modular la actividad de células cercanas (Sarthy, 1983).
Faff-Michalak y col. (1994) han descrito liberación de taurina por la célula de Miller en
respuesta a varios tóxicos. Apuntan la existencia de un mecanismo protector que podría
limitar aumentos de volumen más allá de los límites fisiológicos, quizá influyendo la actividad
de las neuronas de los alrededores. Se sabe que el volumen de la célula de Miller aumenta
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en respuesta a alta concentración de K~ y a perfusión con glutamato (Van Harreveld, 1982).
En células de Múller de pollo se ha encontrado expresión de la enzima óxido nitrico sintetasa
(Goureau y col., 1994; Liepe y col., 1994). El NO puede funcionar como molécula citotóxica
o citostática en procesos de defensa, o bien como mensajero, extra o intracelular.
En reúnas vascularizadas puede haber comunicación entre la célula de Miller y otros
tipos de glía de la retina, como es sugerido por la presencia de uniones tipo gap entre
astrocitos y células de Miller (Robinson y col., 1993).
Un claro ejemplo de interacción entre neuronas y células de Miller es la expresión de
la glutamina sintetasa. Esta enzima no se expresa cuando se impiden estas interacciones
(Linser y Moscona, 1979; Linser y Perkins, 1987; Grosche y col., 1995). Se ha visto
también que células de Miller cultivadas en ausencia de neuronas, o in situ tras la eliminación
de células ganglionares, expresan Thy-l (Dabin y Barnstable, 1995), lo que sugiere que las
células ganglionares podrían inhibir la expresión de esta molécula en condiciones normales.
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1.4 DIFERENCLACION DE LA CELULA DE MULLER
El desarrollo de la retina ocurre, al igual que el del resto del SNC, en varias etapas
sucesivas en el tiempo aunque solapantes: 1) proliferación de las células neuroepiteliales, 2)
producción de los distintos tipos de neuronas y gua (neurogénesis y gliogénesis), es decir,
salida del ciclo celular de los distintos precursores (neuroblastos y glioblastos), 3) emigración
de los neuroblastos hacía sus capas defmitivas, 4) desarrollo de las formas defmitivas, 5)
sinaptogénesis, 6) muerte celular y 7) síntesis y liberación de neurotransmisores. El estudio
en profundidad de la morfogénesis de la célula de Miller requiere una revisión detallada de
las etapas de proliferación, neurogénesis y gliogénesis.
1.4.1 Proliferación: el neuroepitelio de la retina
El neuroepitelio de la retina es un epitelio de tipo columnar pseudoestratificado en el
cual las células realizan ciclos de división durante los primeros estadios embrionarios, En
cada ciclo, duplican su material genético en las proximidades del vítreo y realizan la mitosis
en posición adyacente al ventrículo. Así, en cada ciclo celular el núcleo se mueve entre las
dos limitantes del neuroepitelio hasta que las células bijas se transforman en neuroblastos o
glioblastos (Sauer, 1935; Sauer y Walker, 1959; Sidman y col., 1959; Fujita, 1963).
Ramón y Cajal (1892) describió las células neuroepiteliales de la retina como células
fusiformes cuyas prolongaciones alcanzan las dos limitantes. No obtuvo más información por
la falta de éxito de la tinción en los embriones más jóvenes. A partir de 1970 se realizaron
estudios que pretendían relacionar la forma de las células neuroepiteliales con la fase del ciclo
en la que se hallan, empleando la técnica de tinción de Golgí y la reconstrucción de cortes
seriados para el microscopio electrónico. Hinds y Ruffett <1971) y Hinds y Hinds (1974)
fueron los primeros en realizar un estudio morfológico y ultraestructural de las células
neuroepiteliales en el ciclo de división celular. Como material emplearon vesícula cerebral
y retina de ratón de 13 días de gestación. Concluyeron que la forma de las células
neuroepiteliales es característica de la fase del ciclo celular en la que se hallan, proponiendo
un esquema que muestra la forma de las células neuroepiteliales en las distintas fases del ciclo
celular (figura 1.12).
Prada, C. y col. (1981), en retinas embrionarias de poíío impreganadas con el método
de Golgí, encontraron células con formas monopolares, conectadas al ventrículo y con el
27
Fig. 1.12 (HmdsyHinds, 1974)
Reconstmcciones de una muestra representativa de la variedad de células neuroepiteliales de la reúna
de mtón en E13. CV: capa ventricular; 1 y 2: células en interfase; 3, 4, 5, 6: células en profase;
7 celula en prometafase; 8: célula en metafase; 9: célula en anafase; 10: telofase temprana; 11 y
12 interfase temprana; 13 y 14: células en interfase.
núcleo en posiciones variables dentro del neuroepitelio. Estas formas, que no habían sido
encontradas en los anteriores estudios, se asignaron a la fase 0=,en contraposición a las
formas bipolares anteriormente asignadas a esa fase. En base a estos resultados elaboraron
un esquema distinto del ciclo celular. La figura ¡ . 13 muestra los resultados obtenidos por
Prada, C. y col. (1981) y Prada, C. y Ramirez (1983) en retinas de embrión de poíío entre
los días 2.5 y 8.5 del desarrollo embrionario (E2.5 - ES.5). Para cada día de desarrollo
muestran los tipos celulares encontrados. En cada dibujo de los distintos estadios figuran en
la parte izquierda las células neuropiteliales con la forma que adoptan en cada fase del ciclo
celular (Mitosis, G~, 5 y 0=),y en la parte derecha, los neuroblastos y glioblastos con las
morfologias que adoptan al salir del ciclo celular.
Desde E2.5 hasta E4.5 se observan células en todas las fases del ciclo junto con una
población de células que han dejado el ciclo proliferativo para diferenciarse en neuroblastos
de células ganglionares. Las células que realizan la mitosis están situadas en el borde
ventricular del neuroepitelio y tienen forma redondeada y regular. Las células en G~ emiten
una prolongación con un cono de crecimiento que llega a alcanzar la limitante vítrea. El
núcleo, al mismo tiempo, se desplaza hacia la limitante vítrea y al llegar a ésta seria cuando
la célula entraña en la fase S, duplicando así su material genético. Finalmente, durante 0,,
las células adoptan forma monopolar, conectada sólo al ventrículo, y vuelven a la superficie
ventricular para realizar de nuevo la división.
A partir de E6, la zona de síntesis de DNA se aleja de la limitante vítrea (Fujita,
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Figura 1.13 <Nada, C. y Ramírez, 1983)
Dibx~jos a cámara clan de los tipos celulares encontrados en la retina de pollo entre los 2.5 y los 8 días
de incubación. Para cada día, la línea superior representa la superficie ventricular, y la inferior, la
vítrea. M, G,, S y G2 indican las fases del ciclo celular.
g: neuroblasto de célula ganglionar; r?: presunto neuxoblasto de fotorreceptor; a: neuroblasto de
amacnna, h neuroblasto de horizontal; b: neuroblasto de bipolar; m: glioblasto de Mñller; ¡a:
neuroblasto de amacrina invemda; flecha en A: axon creciendo de un neuxoblasto de ganglionar;









1963), de la cual queda separada por la capa de axones emitidos por los neuroblastos de las
células ganglionares. Este alejamiento de la zona de síntesis aumenta a medida que avanza
el desarrollo. Por otra parte, mientras que entre E2.5 y E4.5 sólo se observan células
neuroepiteliales y neuroblastos de células ganglionares, en díasposteriores aumentan los tipos
de neuroblastos identificables, y en E6.5 se identifican morfológicamente los primeros
precursores de las células de Múller.
A partir de E8.5 apenas se observan formas de células en ciclo en retina central, la
mayoría de los neuroblastos ocupan su lugar definitivo, se distinguen bien las distintas clases
de neuronas en cada capa nuclear y ya pueden distinguirse las prospectivas capas plexiformes.
1.4.2 Neurogénesis y gliogénesis en la retina
Como hemos visto en el apartado anterior, en la retina de poíío hay una secuencia de
aparición de neuroblastos y glioblastos. En base a la aparición de las formas de las distintas
clases de células se podría obtener un calendario aproximado de neurogénesis y gliogénesis
en la retina. Así, en base a la figura 1 .13 podríamos decir que algunos precursores de las
células de Múller dejan el ciclo celular antes de E7. Esto es, sin embargo, una aproximación,
como veremos más adelante, pues transcurre un tiempo desde que los glioblastos dejan el
ciclo celular hasta que pueden ser identificados morfológicamente. Por ésto, el momento del
desarrollo en el que las células neuroepiteliles precursoras de las células de Mtiller dejan el
ciclo celular para diferenciarse ha sido un tema controvertido durante muchos años. Así,
Berkow y Patz (1964), mediante técnicas histoquimicas, y Morest (1970) mediante el método
rápido de Golgi concluyeron que en el conejo estas células abandonan el ciclo después que
los precursores de todas las neuronas de la retina. Por otra parte, los trabajos de microscopia
electrónica de Uga y Smelser (1973b) en la retina del conejo y de Kuwabara y Weidman
(1974) en la de rata, junto con los de histoquimica de Bhattachaijee y Sanyal (1975) en ratón
indicaron, por el contrario, que son las primeras células que aparecen en la retina. Fue Kahn
(1974) quien abordé de manera técnicamente fiable el estudio del calendario de génesis de
las células de la retina del poílo, marcando radiactivamente el ADN de las células en ciclo
y estudiando las autorradiografias de secciones de 1 Ogm de grosor de retinas de los distintos
estadios. Esta técnica es la única que permite obtener resultados fiables sobre el calendario
de salida del ciclo de los diferentes tipos celulares de un tejido, siempre que se puedan
identificar sus núcleos en los autorradiogramas. Sin embargo, Kabn no llegó a una conclusión
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fiable sobre la fecha de nacimiento de las células de Múller, debido a que en secciones no se
puede distinguir qué núcleos de la CNI corresponden a células de Múller y cuales a células
bipolares, y a que no utilizó de manera sistemática en el análisis de sus resultados el concepto
de que en un sistema de marcaje acumulativo, como el empleado en su trabajo, los núcleos
no marcados corresponden a células que han abandonado el ciclo. Kalm (1974) concluyó que
las células de la capa bi-Mti (los dos tercios más externos de la CNI, menos la fila más
externa de núcleos de esta capa, que corresponde a las células horizontales) se generan las
últimas de todas las células de la retina del pollo. Prada, C. y col. (1991), usando la técnica
de autorradiografia en secciones seriadas de retina y en extensiones de células disgregadas de
diferentes estadios de desarrollo, y mediante un estudio sistemático del número de núcleos
no marcados por sectores y áreas de la retina, obtuvieron resultados muy diferentes. Mediante
el estudio de los autorradiogramas de secciones, determinaron el momento en que deja el
ciclo cada tipo celular, que no es el mismo en toda la retina, ya que unas áreas van más
adelantadas que otras en este proceso, y dentro de la misma área no todas las células de un
tipo dejan el ciclo celular simultáneamente. También mostraron que, salvo al principio y al
final del período de neurogénesis se producen varios tipos celulares simultáneamente en cada
área. El área donde comienza la neurogénesis, y que va siempre por delante, es una región
situada dorsalmente con respecto a la cabeza del nervio óptico y, por tanto, ligeramente
temporal (figura 1.14 A). Partiendo de esta área de referencia se observan tres gradientes
espaciales de mayor a menor grado de neurogénesis: de dorsal a ventral, de temporal a nasal
y de central a periférico. Por ésto, al hablar del calendario de neurogénesis o gliogénesis, es
necesario especificar la región de la retina y no se puede referir de ninguna manera a la retina
en general. En la figura 1.14 B mostramos una gráfica con los resultados obtenidos por estos
autores en la región temporal-central-dorsal de la retina (aproximadamente, la zona sombreada
en A). El calendario de neurogénesis de las células bipolares y de las células de Múller lo
obtuvieron en autorradiografias realizadassobre extensiones de células disociaciadas de retinas
completas, en las cuales se pueden identificar los tipos celulares (figura 1.14 C). Demostraron
en retina de pollo que las células de Millíer no son las últimas células de la retina en salir del
ciclo celular, sino que comienzan a abandonarlo muy pronto (ES) y terminan en El 1 en toda
la retina (véase la figura 1.14 C). Las últimas células en generarse no son ellas, sino las
células bipolares, que dejan el ciclo en E12. Por lo tanto, las células de Múller del polío
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ESTADIO DE DESA9ROULO
cPatrones espacial y temporal de neurogénesis en
la reúna del pollo. A: Esquema de una reúna en
plano mostrando, a modo de ejemplo, la
progresión de la netuogénesis de los
fotorreceptores. La zona rayada indica el
nacimiento del nervio óptico. D, y, T y N
marcan los cuadrantes dorsal, ventral, temporal
y nasal, respectivamente. Las líneas discontinuas
rodean las zonas en las que se alcanza el 100%
de neurogésis pan el estadio indicado en su
interior. B: Patrón temporal de neurogénesis de
células ganglionares (circulo), amaennas
(triángulo abierto), horizontales (cuadrado) y
fotorreceptores (triángulo relleno), averiguado











a nivel del área sombreada en A. C: Patrón espacial de salida de ciclo de fotorreceptores (triángulo),
células bipolares (cuadrado) y células de Múller (circulo), detenninado en autorradiografias de
disgregaciones celulares de la reúna completa. Compárese el patrón que se obtiene pan los
fotoneceptores con estos dos métodos.
comenzar a generarse, silo hacen pronto en el desarrollo
Los estudios de marcaje de líneas celulares con retrovírus, realizados por Turner y
Cepko (1987) y Tumer y col. (1990) en retina de roedores, así como los de Wetts y Fraser
(1988), Wetts y col. (1989) y Holt y col. (1988) en retinas de anfibios, indican que las
células de la retina derivan de precursores multipotentes, y que las células se comprometen
en el último ciclo de división, o en el momento de la separación de las dos células hijas.
Estos estudios de linaje celular estaban encaminados a averiguar las relaciones ontogenéticas
entre los distintos tipos de células, es decir, el árbol genealógico de las células de la retina,
y han intentado responder a la pregunta de si todos los tipos de células de la retina, neuronas
y glía incluidas, se generarían a lo largo de todo el desarrollo a partir de una población
homogénea de células neuroepiteliales multipotentes o, por el contrario, si las células
y
5 ~ 7 5 9 50 Ii Ii
32
neuroepiteliales de los estadios iniciales se comprometerían formando líneas celulares con
capacidad proliferativa para cada tipo de células de la retina. Esto último implicada la
existencia de poblaciones diferentes de células neuroepiteliales, de modo similar a como
ocurre en la médula ósea con la diferenciación de las células sanguíneas (Alberts y col.,
1992). Los resultados de los experimentos con retrovirus apoyan, por lo tanto, la idea de que
las células neuroepiteliales son pluripotentes al menos durante parte del periodo de
neurogénesis. Los trabajos de Barnstable y col. (1985) en retina de rata y McLoon y Baines
(1989) en retina de pollo, mediante anticuerpos monoclonales, muestran que la expresión de
marcadores de células diferenciadas comienza en la célula neuroepitelial en posición adyacente
al ventrículo, lo que indica que, al menos para algunos tipos celulares, la determinación
ocurre durante la mitosis del último ciclo de división o inmediatamente después, pero antes
de que los neuroblastos comiencen a emigrar a sus posiciones definitivas,
Experimentos realizados en retina de peces (Negishi y col, 1982) y anfibios (Reh y
Tully, 1986; Reh, 1987), especies en las cuales hay producción de células a lo largo de toda
la vida, evidencian una influencia ambiental en el proceso de neurogénesis. En estos
experimentos se muestra que la destrucción selectiva de determinados tipos celulares estimula
su producción. Entre los factores ambientales que podrían intervenir en este proceso estarían
señales mediadas por interacciones celulares (Harris y Messersmitb, 1992), por interacciones
de las células con la matriz extracelular (Hunter y col., 1992) o por unión de factores
solubles a sus receptores, que pueden actuar como potenciadores de la capacidad proliferativa
del neuroepitelio de la retina (Anchan y col, 1991) o como inductores de la producción de
determinados tipos celulares (Parck y Hollenberg, 1989; Pittack y col., 1991; Guillemot y
Cepko, 1992; Kelley y col., 1994). Se desconoce si la gliogénesis está influenciada por
factores ambientales.
Sin embargo, recientemente han aparecido trabajos que cuestionan la idea de que las
células neuroepiteliales son una población homogénea de células multipotentes a lo largo de
todo el desarrollo, capaces de diferenciarse en cualquier tipo de célula de la retina. Prada,
C. y col. (1991) han demostrado en el poílo que al principio de la neurogénesis sólo se
producen células ganglionares y al final sólo células bipolares, lo cual cuestiona la
multipotencialidad de las células neuroepiteliales en estos momentos del desarrollo. Otros
trabajos proponen la posibilidad de la existencia de sublinajes, es decir, precursores cuya
potencialidad se restringe a uno o vahos tipos celulares (McLoon y Barnes, 1989). Según este
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inicial de células epiteliales daría lugar a precursores comprometidos a dar uno o varios tipos
celulares. Este punto de vista se ve apoyado por resultados de Watanabe y Raff (1992),
quienes demuestran que células neuroepiteliales de diferentes estadios de desarrollo se
comportan de diferente manera en las mismas condiciones de cultivo, lo que indica que las
células van cambiando a lo largo del desarrollo, es decir, su potencial se iría restringiendo.
También Lillien y Cepko (1992) observaron cambio en la respuesta de células neuroepiteliales
a determinados factores de crecimiento. Hernández-Sánchez y col. (¡994) descubrieron un
antígeno, denominado PMI, cuya expresión está restringida a una subpoblación de células
neuroepiteliales, lo que indica que las células neuroepiteliales no son una población
homogénea. Reichenbach y col. (1994), basándose en cálculos de la abundancia relativa de
distintos tipos celulares en la retina de mamíferos, así como en los calendarios de
neurogénesis averiguados por autorradiografia y en los hallazgos de trazado de linaje por
retrovirus, proponen dos fases de producción de tipos celulares, y por lo tanto la existencia
de diferentes linajes para distintos tipos celulares. Habría uno o varios linajes que darían lugar
a las células ganglionares, las horizontales, parte de las amacrinas y los conos, y otro linaje
que daría origen, más tardíamente, a los bastones, las células bipolares, parte de las
amacrinas y las células de Mtiller. Estos autores apuntan la hipótesis de que una célula
precursora del segundo linaje daría lugar a una sola célula de Múller y cantidades fijas para
cada especie de los otros tipos celulares. En la retina de marsupiales la existencia de dos fases
de neurogénesis ha sido claramente demostrada en 2 especies distintas (Harman y Beazly,
1987, 1989; Harman y col., 1992).
1.4.3 Morfogénesis de la célula de Miller
El desarrollo de las células de Múller también fue estudiado por Ramón y Cajal (1892,
figura 1.15). En los primeros estadios describe los glioblastos de Múller como células
elongadas y fusiformes con somas ovales. Las prolongaciones alcanzan las doslimitantes y
se unen a ellas por engrosamientos. En este primer estadio los somas están dispersos por toda
la retina excepto la CCG y la CFNO (figura 1.15 A); sin embargo, cuando progresa el
desarrollo, los somas se desplazan hacia el centro de la CNI (figura 1.15 C). Los contornos
se van haciendo más irregulares y su final vítreo aparece bifurcado en algunas células (figura
1.15 B). Por último, las células crecen en grosor y emiten expansiones laminares. El extremo
de la prolongación ventricular se transforma en un disco del que salen finas prolongaciones
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A B C
Figura 1.15 (Cajal, 1892>
Dibujos de cortes de retinas embnonarionarias de distintos vertebrados; A: embrión de ratón en el
estadio de 1 Smm. Los glioblastos están marcados con d; B: embrión de perro en el estadio de 9 cm.
Glioblastos marcados con f; C: embrión de po11o en El 4. Glioblastos marcados con a. Aunque losdibujos pertenecen a especies distintas, dan una idea de la transformación de las células de Mdller
en los vertebrados.
que penetran entre los precursores de los fotorreceptores. En la CNE hay unas expansiones
laminares cuya aparición es precedida por la presencia de una masa protoplásmicá redondeada
u oval, de la que Ramón y Cajal afirma que es una reserva de la que se désarrollan las
posteriores expansiones laterales (figura 1.15 C). Por último, afirma que el haz de
prolongaciones vítreas presentes en las células de reptiles y aves se origina por fisura
longitudinal de la prolongación vítrea desde la CCC.
El desarrollo postnatal de las células de Múller del conejo ha sido estudiado a nivel
morfológico por Reichenbach y Reichelt (1986) mediante el uso de una técnica de
disgregación celular que preserva la morfología de las células de Múller. En el momento del
nacimiento (Pl) las células de Múller tienen la apariencia de las células neuroepiteliales.
Poseen un soma pequeño y alargado del que parten dos prolongaciones largas y fmas hacia
las dos limitantes, a las que se unen con pies de conexión. Al avanzar la diferenciación, las
células se hacen más gruesas. A partir de PíO se desarrollan pequeñas ramificaciones en la
parte de la célula que está dentro de las capas plexiformes y la prolongación ventricular se
divide en ramificaciones que presumiblernente formarán la red de expansiones laminares que
envuelven los somas de los fotorreceptores en la retina adulta. También tras este día se
observan pies de conexión vítreos múltiples en las células de la retina central. El hecho de
que sea a partir de Pío cuando se empiezan a emitir ramificaciones es relacionado por los
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autores con la aparición de actividad eléctrica en la retina y el subsiguiente aumento en la
concentración de K~, especialmente en las capas plexiformes. Este aumento en la
concentración de K~ induciría la emisión de prolongaciones por diversos mecanismos que
llevarían al aislamiento de los contactos sinápticos por medio de las prolongaciones gliales.
Meller y Glees (1965) estudiaron el desarrollo de la célula de Múller del pollo
mediante microscopia electrónica de transmisión. Encontraron que en E6 gran parte de las
células son neuroepiteliales sin diferenciar. En E9 ya se pueden distinguir los glioblastos de
las células de Múller. Su porción externa se une con la de las células adyacentes mediante
uniones especializadas de membrana. En este estadio aún hay pocas mitocondrias en la
porción externa. Estas se concentran sobre todo a nivel de la CPI, aunque hacia El 8 se sitúan
definitivamente en la porción externa. Al mismo tiempo, de esta región externa surge
microvillí, que se hace más numeroso con el tiempo. En EIS se observan numerosas
prolongaciones de las células de Millíer dentro de la CPE que penetran entre las
prolongaciones externas de las células bipolares y de otras células que participan en la
formación de esta capa; sin embargo, todavía no se observan prolongaciones entre los
contactos sinápticos entre fotorreceptores y células bipolares. En E17 se observa un aumento
de la cantidad del material fibrilar, aparecen vanos complejos de Golgi y retículo
endoplásmico rugoso. Además, las células de Múller aislan los complejos formados por los
contactos sinápticos entre los fotorreceptores y las células bipolares. En E19 los somas de los
fotorreceptores están totalmente aislados por las prolongaciones de las células de Millíer. Este
aislamiento de las células nerviosas y sus contactos sinápticos por las prolongaciones de las
células de Múller se observa también parcialmente en la CNI. CPI y CCG.
Prada, F. y col. (1989b) realizaron un extenso estudio sobre el desarrollo de las
células de Múller en el embrión de poíío mediante el método de Golgi. Estudiaron embriones
desde E6 hasta E20 a intervalos de medio día. Sus resultados se resumen en la figura 1.16.
E7 es el primer día en el que las células de Múller son distinguibles de las células en
ciclo. Las células de Múller poseen un soma fusiforme situado a diferentes niveles de la CNI,
de cuyos poíos parten sendas prolongaciones que alcanzan las dos limitantes, a las que se
unen con pies de conexión. La prolongación vítrea aparece bifurcada o en proceso de
bifurcación. Más tarde, en E9, el soma se ubica en el tercio medio de la CNI, y toda la
célula aumenta su grosor, especialmente en las capas nucleares.
La diferenciación morfológica de la célula, así como la emisión de prolongaciones,
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es secuencial. Las primeras
prolongaciones que se forman en la
prolongación vítrea (estadio E7)
estan situadas en la CCG y en la
CFNO. A nivel de la CPI surgen
numerosas espículas. A partir de
E12 y E13 salen, desde el poío E6 E? ES ES.5.IO EII.12 E13.14
vítreo del soma y hacia la MILI,
numerosas prolongaciones que
formarán el haz (“cabellera”) de
prolongaciones vítreas de la célula CNI
de Múller, el cual hacia E16 ya
tiene una morfología similar a la ci’r
adulta. La prolongación ventricular
eco
Nff 1
comienza a diferenciarse hacia E8- E 13.14 E 15.16 E 11.1:
£9. En la porción correspondiente
a la CPE aparece una cierta Figura 1.16 (Prada, F. y col., 1989b)
inflexión, con engrosamiento Dibuio a cámara lt~cida de la mod’ologia de la célula deMiller de la reúna del pollo entre E6 y E 18 en relación con
moderado y emisión de espiculas la de otras células de la reúna. y: célula neuroepitelial; 1, b
y g: neuroblastos de células ganglionares; II y a:
laterales. A partir de El2 ésta neuroblastos de células aniacrinas; b: neuroblastos de células
bipolares; h: neuroblastos de células horizontales; 1:
prolongación se ensancha a nivel neuroblasto de fotorreceptor; cf: fibra centrífuga.
de la CNI y de ella parten
pequeñas prolongaciones que se disponen entre los somas de las neuronas vecmas. La porción
más externa de la célula, a nivel de la MlLE, comienza en ElO a ensancharse. Posteriormente,
de estos ensanchamientos parten prolongaciones verticales hacia la CPE. En El 3, la aparición
y el crecimiento de estas prolongaciones hace que la parte de la célula correspondiente a la
CNE adquiera un aspecto rectangular. El microvillí del extremo ventricular de la célula
alcanza su total desarrollo hacia E16 o E17. Entre E16 y E17 parten prolongaciones
accesorias de los dos tercios externos de la célula de Múller en dirección vítrea.
La mayoría de las células concluyen su diferenciación morfológica alrededor de E17
o El8, estadios en los que su morfología es similar a la de las células adultas. A lo largo de




2 y 4 días con respecto a la retina central, debido a que abandonan el ciclo celular de 2 a 4
días después que las células de ésta.
En nuestro trabajo de tesina de licenciatura estudiamos el desarrollo de estas células
entre E? y El 1 mediante el método de Golgi, y a partir de E12, mediante un método de
disgregación celular desarrollado en nuestro laboratorio (Prada, C. y col., 1991; Prada, F.
y col., 1995), con el cual se consiguen células de Múller, en desarrollo y adultas, bien
preservadas morfológica y estructuralmente. La disgregación celular, como ya hemos visto,
ha sido utilizada por Reichenbach y Reichelt (1986) para estudiar el desarrollo postnatal de
las células de Múller en retina de conejo. A pesar de que las células de Múller del pollo son
bastante más complejas morfológicamente que las de conejo, con nuestro método se obtienen
células disociadas con un alto grado de integridad.
Nuestros resultados obtenidos por observación de preparaciones de Golgi (figura 1 . 17)
coinciden básicamente con los de Prada, F. y col. (1 989b). Como ellos, hemos encontrado
que la morfogénesis de las células es secuencial y por capas, de modo que se puede hablar
de la morfogénesis de cada tramo de la célula al atravesar las distintas capas de la retina.
Nuestro trabajo se focalizó hacia el estudio del mecanismo de formación de prolongaciones,
en la prolongación vítrea y en la ventricular. Las primeras prolongaciones de la célula se
forman a partir de la prolongación vítrea desde E7, a nivel de la CCG y CFNO. En los
estadios másjóvenes se encuentran células con formas muy parecidas a las que presentan las
neuroepiteliales, conectadas a ambas limitantes de la retina y con la prolongación vítrea ya
bifurcada, con ambas ramas alcanzando la MLI (véase la célula A, en la figura 1.17). En el
lugar donde se origina la bifurcación es frecuente encontrar una zona triangular aplanada
(figura 1.17, estrella). En algunas células, una de las ramas de la bifurcación que parte de
la zona triangular, no llega a la MLI y termina a veces en un pequeño abultamiento en forma
de cono de crecimiento. En E9-El 1 es muy frecuente encontrar en la CCG engrosamientos
irregulares, a veces bastante grandes, en los que se originan abundantes prolongaciones
(figura 1 . 17, flecha curva), en algunos casos terminadas también en estructuras abultadas,
aunque muchas de las prolongaciones que crecen hacia la MLI terminan de manera filiforme,
sin engrosamiento alguno. Por lo tanto, nuestros resultados indican que al menos las primeras
prolongaciones vítreas que se forman crecen por conos de crecimiento, en contraposición a
la idea de Cajal de que la formación de prolongaciones vítreas ocurrriría por fisuración de
la primitiva prolongación.
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Figura 1.17 (Resultados de nuestra tesina de licenciatura aún, no publicados)
Dibujos a cámara lúcida de glioblastos de Miller teflidos por el método de Qolgí en E7 (A, 11 y C),
E9 (D, E y 19 y El! (G, Ji e 1). s: soma celular; L: laminaciones; a: anillos; estrella: puntos de
bifurcación triangulares; flecha curva: engrosamientos de la prolongación vítrea; P: precursor de
fotorreceptor superpuesto a la célula de Miller.
Encontramos que la porción de la prolongación vítrea que está dentro de la CNI
muestra zonas, que en algunas células son extensas, con una apariencia laminar; es decir,
zonas más anchas que el resto de la prolongación, con una tinción más débil y frecuentemente
recorridas por uno o varios “radios” de tinción más intensa, como la que muestra el resto de
la célula (figura 1.17, L). En la porción de la prolongación ventricular que atraviesa la CNI,
encontramos “anillos”, zonas débilmente teñidas rodeadas, totalmente o en su mayor parte,
por zonas de tinción intensa (figura 1.17, a). Las zonas laminares ya se observan en E7. Van
aumentando su extensión hasta E10 y disminuyen en número y extensión a partir de E11.
Uno de los criterios establecidos para identificar los glioblastos de Múller es que las
células han de estar conectadas a las dos limitantes de la reúna. Sin embargo, nosotros hemos
descubierto que desde los primeros estadios (E7) hay células que están conectadas a la
limitante ventricular y no a la vitrea, pero que tienen el aspecto típico de los glioblastos de
Múller que hemos descrito anteriormente (figura 1.18). Su terminación vítrea llega sólo hasta
la CCG o hasta la CFNO, pero no hasta la MILI. Estas células llegarán más tarde a la MILI,
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Figura 1.1 S (Resultados de nuestra tesina de licenciatura, mm no publicados)
Presuntos g]ioblastos de Múfler tenidos por el método de Golgi, cuya prolongación vítrea no alcanza
la MLI. s: soma celular
puesto que en general su prolongación vítrea termina en formas variadas, muchas de las
cuales recuerdan a las de los conos de crecimiento axónicos.
La explicación que ofrecemos para la existencia de estas dos clases de glioblastos, los
conectados a ambas limitantes o sólo a la ventricular, es que, hasta E6 en retina central, las
células en fase G~ del ciclo celular están conectadas a las dos limitantes de la retina (Prada,
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C. y col., 1981, Prada, C. y Ramírez, 1983), por lo que los glioblastos que abandonan el
ciclo antes de este estadio (Prada, C. y col., 1991) conservan ambas conexiones; sin
embargo, a partir de E6, las células en fase G, del ciclo celular no llegan a contactar con la
limitante vitrea (Prada, C. y Ramírez, 1983), en consonancia con el desplazamiento de la
zona de síntesis del DNA hacia el medio del neuroepitelio (Fujita, 1963; Prada, C. y
Ramírez, 1983), por lo que los gliobastos generados a partir de E6, al menos inicialmente,
no contactan con esta limitante vitrea.
A partir de E12 realizamos un estudio preliminar en células disociadas de toda la
retina. En este estadio la prolongación vítrea es más larga y delgada que la ventricular. En
su porción más próxima al vitreo se aprecian unos engrosamientos irregulares de los que salen
finas prolongaciones. En E14 se observa que los engrosamientos van disminuyendo en
número y en tamaño y que la ramificación es más notoria; además, observamos que en este
estadio comienzan a surgir de la parte de la prolongación vítrea más cercana al soma
prolongaciones pequeñas y fmas. Durante los siguientes estadios encontramos que estas
prolongaciones crecen y se ramifican hasta formar una gran ‘cabellera”. De modoque hemos
observado un crecimiento gradual de las prolongaciones vitreas, que ocurre, aproximadamente
entre E14 y E18. A partir de E18-E19, y ya en el estado adulto, no se distingue la gruesa
prolongación original a partir de la que surge la “cabellera”.
Entre El 3 y El5 aumenta de tamaño la parte más externa de la prolongación
ventricular, es decir, la porción que corresponde a la CNE. Toda esta zona se ve recubierta
de abundante “sprouting» (abundantes prolongaciones cortas y transitorias). En E12 y E13
el pie de conexión de la prolongación ventricular es una zona más aplanada,de perfil
irregular, de la cual parten un gran número de pequeñas y delgadas prolongaciones a modo
de filopodios en varias direcciones. A partir de E14 el extremo más externo de la
prolongación en algunas células tiene forma de “T” y está recubierto de abundante
“sprouting”. En días sucesivos, los brazos de esta “T” parecen curvarse y disponerse
longitudinalmente al eje de la célula, de modo que la porción ventricular aparece ramificada.
Hacia E21) esta zona alcanza su forma definitiva. En este estadio y en estado adulto hemos
encontrado células que tienen la prolongación ventricular sin bifurcar, otras con la
prolongación ventricular bifurcada, y otras con la prolongación ventricular dividida en un
número variable de ramas, hasta cinco.
Prada, F. y col. (1989b) señalan que la morfología de la célula en E17-18 es ya muy
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similar a la del adulto, e indican incluso que la cabellera vítrea es muy parecida a la del
adulto hacia El 6. En nuestras preparaciones hemos observado que en E20 aún hay células
ininaduras en proceso de formación de prolongaciones de la cabellera y de la zona que
atraviesa la CNE. Esta discrepancia en las fechas puede explicarse por diferencias en la
metodología usada, puesto que estos autores han estudiado principalmente la zona más central
de la retina en secciones, mientras que en nuestros disgregados estudiamos células de retina
central y de periférica. En políos recién eclosionados las células de Múller están ya totalmente
diferenciadas morfológicamente, y no difieren de las de animales de días posteriores (hemos
estudiado animales de hasta 1 mes de vida). Esto parece lógico, pues el poíío es un ave
nidífuga y necesita desde su nacimiento una retina bien desarrollada y funcional. Así pues,












La célula de Múller experimenta durante su diferenciación una transformación
morfológica espectacular, proceso éste de cuyas bases moleculares no se sabe prácticamente
nada. El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es responder a dos preguntas básicas
sobre este proceso:
1 -¿Cual es el mecanismo por el que la célula de Múller, que posee forma bipolar
sencilla inniediatarnente después de abandonar el ciclo celular, diferencia una forma tan
compleja como es la de la célula adulta?
2-¿Qué moléculas participan en esa transformación?
Para responder a estas preguntas nos planteamos los siguientes objetivos específicos:
1-Obtener las condiciones idóneas para disgregar un número adecuado de células de
Mí2ller bien preservadas estructuralmente, suficiente para realizar estudios morfológicos e
inmunocitoquimicos.
2-Estudiar comparativamente las formas de las células de Múller observadas en
preparaciones de Golgi y las obtenidas por disgregación, al objeto de testar la fiabilidad del
método de disgregación puesto a punto para obtener células de Múller bien preservadas
estructuralmente.
3-Cuantificar el espectacular aumento de superficie de membrana que experimenta la
célula de Múller durante su diferenciación.
4-Desarrollar un método de inniunocitoquinúca que permitiese mapear la distribución
de moléculas en células disgregadas y fijadas, bien preservadas estructuralmente. El preservar
después de la disgregación la forma que las células de Múller tienen ¿it situ resulta
imprescindible para estudiar los cambios moleculares de su citoesqueleto durante la
diferenciación.
5-Estudiar la distribución intracelular de determinadas moléculas de citoesqueleto que
pudieran estar implicadas en la morfogénesis. Las moléculas elegidas son a-tubulina, ¡3-actina
y la proteína 3CB2, asociada a filamentos intermedios (Prada, F. y col., 1995). Caracterizar

























-Incubadora, con control automático de temperatura y volteo, fabricada por Masallés,
SA.
-Fotomicroscopio Zeiss modelo Universal equipado con óptica de campo claro y
contraste de fases, equipo de epifluorescencia y cámara fotográfica.
-Fotomicroscopio Zeiss Axiophot, equipado con una videocámara conectada a un
ordenador.
-Centrífuga Kubota 1100 con rotor RS-4/6 y adaptadores para tubos de 15 y SOml.
3.1.2 Material biológico
Hemos utilizado embriones de poíío de la raza White Legborn (Gallus domesilcus),
estirpe Shaver. Los huevos fecundados se obtuvieron de diferentes granjas especializadas. Se
registraba el día en que se ponían a incubar, siendo éste el día cero de desarrollo. Así,
sabíamos siempre el estadio (en días de incubación) en el que se encontraba el embrión.
Además, en el momento de la extracción, los embriones fueron estadiados utilizando las
tablas de Hamburger y Hamilton (1951). Aquéllos cuyo estadio de desarrollo no coincidía con
el día de incubación, eran desechados. Algunos embriones se incubaron hasta eclosionar, y
los poílos recién nacidos se mantuvieron en el animalario de nuestra Facultad de Medicina
hasta alcanzar la edad deseada.
3.1.3 Productos químicos
En nuestro trabajo empleamos una proteasa extraída de Strepíomyces, no
comercializada, amablemente facilitada por el Departamento de Investigación de
Fermentaciones y Síntesis Española S.A., a la que nos referiremos como proteasa SF. Se trata
de una preparación cruda con un amplio espectro de actividad proteolítica. Es parcialmente
inhibida por inhibidores de la tripsina, y fuertemente inhibida por bajas concentraciones de
diisopropilfluorofosfato, un inhibidor specífico de serin proteasas. Técnicamente es descrita
como un complejo de serín-proteasas y queratinasas, y probablemente sea similar a la descrita
por Sinha y col. (1991), preparada de la misma cepa de Streptomyces. La preparación no
condene lipasas, nucleasas, amilasas, ni glicosidasas. Los resultados expuestos en este trabajo
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fueron obtenidos con una muestra del lote 12287, con una actividad específica aproximada
de 24,000 unidades Anson modificadas por miligramo.
Hemos empleado 3 anticuerpos monoclonales: 3CB2, anti-13-Actina y anti-a-tubulina.
El monoclonal 3CB2 nos fue proporcionado por el Dr. Enrique de la Rosa, Colaborador
Científico del Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC. Este anticuerpo es un
monoclonal (IgO) de ratón sobre el que ya hemos comentado algunos aspectos en la
introducción (apartado 1.3.3.3). El patrón de expresión del antígeno que reconoce en SNC
y en retina de poíío ha sido estudiado en secciones por Prada, E. y col. (1995). El
monoclonal Anti-13-actina se adquirió de la casa Sigma (clon n0 AC-15; número de catálogo,
A5441). Es un anticuerpo desarrollado en ratón que marca específicamente la isoforma 13 de
la actina en una gran variedad de tejidos y especies, entre ellas en polío. Para marcar tubulina
usamos el anticuerpo monoclonal MAS 077, de Sera-lab (clon YLl/2). Es un anticuerpo
producido en rata y marca específicamente la forma tirosinada de la subunidad a de la
tubulina de polío y otras especies.
Como anticuerpo secundario para 3CB2 y anti-B-actina usamos un antisuero anti-ratón
purificado de cabra, conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) suministrado por
Jackson (115-095-044), y para el anti-a-tubulina, un antisuero anti-rata purificado de cabra,
conjugado con isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) suministrado por Southern
Biotechnology Associates (3050-03).
El suero de poilo lo obtuvimos mediante extracción intracardiaca de sangre de pollos
adultos profundamente anestesiados con éter. La sangre se dejaba en reposo hasta la
formación y retracción del coágulo, tras lo cual el suero se recogía, alicuotaba y conservaba
a -200C.
El resto de los productos utilizados se obtuvieron de empresas especializadas, como




3.2.1 Método de disociación celular de retine de pollo
Este método se desarrolló en base al desarrollado por Prada, C. y col. (1991).
Consiste básicamente en una disgregación mixta: enzimática y mecánica.
Las retinas se extrajeron del globo ocular y se trocearon finamente, con tijeras, en
200y1 de sacarosa al 6%. Inmediatamente antes de comenzar cada disociación, se preparaba
una solución stock de proteasa en sacarosa al 6% (p/v), con una concentración de 0.4 mg
proteasa/m.l. La retina, bien troceada, se incubaba en una solución de sacarosa al 6% que
contenía entre 0.035 y 0.1 mg/ml de proteasa, tomados de alícuotas de la solución stock. La
concentración de proteasa utilizada varió según el estadio de desarrollo del embrión. El
volumen del medio de disociación variaba de 300 a 800 gí por retina, también según el
estadio de desarrollo. La disociación enzimática se realizó a 34W y fue complementada con
disociación mecánica. Esta consistió en pipetear 10 veces, muy suavemente, el medio de
incubación, al comienzo de la disociación y cada 10 minutos. El proceso era seguido
visualmente por observación de pequeñas alícuotas en un fotomicroscopio Zeiss equipado con
contraste de fases. La disociación era detenida entre los 30 y los 60 minutos, cuando
obteníamos una concentración idónea de las células que nos interesaban bien preservadas
morfológicamente.
En los días más tempranos de desarrollo (E6-ElO), la disociación se realizó en
sacarosa al 10.26%, por encontrar que se obtenían mejores resultados.
La suspensión celular obtenida podía utilizarse para estudiar la morfología de las
células directamente, por contraste de fases, o bien podía extenderse en cubres o portas y
fijarse. Para el estudio de la forma de las células in vivo se disponían alícuotas de la
suspensión celular sobre portaobjetos y se cubrían con cubreobjetos. La suspensión también
se extendió sobre portas o cubres gelatinados, para ser posteriormente fijada. Utilizamos
fijadores diferentes en función del uso posterior que hiciésemos de las preparaciones. Para
observar la morfología a lo largo del desarrollo, empleamos etanol, formol y ácido acético
(EFA) en proporción 18:1:1, durante 45 mm. Con este fijador, las preparaciones pueden ser
montadas con agua y estudiadas más tarde. Las células destinadas a ser procesadas para
inmunohistoquímica, se sometieron a protocolos diferentes (que especificaremos en el
siguiente apartado), al objeto de obtener el método más apropiado para preservar las formas
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celulares y preservar los antígenos.
3.2.2 Lnmunocitoquimica
cubre con la
Suspensiones celulares, obtenidas de
disociaciones óptimas, fueron extendidas en
cubreobjetos gelatinados de 2Ox2Omm. El
Alambre de
volumen de suspensión a extender debe ser cobre
Anillo de
pequeño (lS-2OMl), a fm de conseguir una metacrilato
extensión uniforme y que seque rápidamente.
Los cubreobjetos con la suspensión celular se
colocaron en un dispositivo construido para
este fin (figura 3.1) y se centrifugaron a 2000
Tubo de
rpm (733g) durante 2 mm, para adherir centrítuga
fuertemente las células. Las células destinadas
a ser marcadas con 3CB2 fueron fijadas
durante 15 mm a 40 C con paraformaldehido
(PEA) al 4% en PB a pH 7.2; las células que F¡~n 3.1
iban a ser marcadas con anti-a-tubulina o anti-
Esquema del dispositivo empleado pan
¡3-actina fueron fijados según lo descrito por centrifugar los cubres. Los dos juegos de
Fan y col. (1993). El fijador contiene PFA amiloS están pegados entre st y al alambre.
3%, Glutaraldehido 0.2%, Triton X-l00 0.065% y EGTA 20mM en PBS a pH 7.3. La
fijación se realizó a 37<’C durante 10 mm. La elección de los fijadores requirió múltiples
experimentos hasta encontrar el idóneo para cada anticuerpo (ver en resultados el apanado
4.4.1).
Realizamos marcajes por inmunofluorescencia indirecta, simple para cada uno de los
tres anticuerpos, y doble para la colocalización de anti-a-tubulina y anti-13-actina. No pudimos
combinar 3CB2 con anti-a-tubulina ni con anti-13-actina, por no disponer de un fijador
adecuado. En ambos casos utilizamos los protocolos corrientes para inniunohistoquimica. Para
los marcajes simples, tras la fijación, los cubres con la suspensión celular fueron lavados 3
veces durante 5 minutos en una solución de Triton X-l00 al 0.3% en PBS a pH 7.2, e
incubados durante 30 minutos en suero de poílo al 10% en PBS con Triton X-l 00 al 0.3%.
A continuación se incubaron durante 60 minutos con el primer anticuerpo a la dilución
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adecuada (3CB2: 1:200; anti-a-tubulina: 1:20; anti-f3-actina: 1:500) en PBS con Triton X-100
al 0.3% y suero de poíío al 1 %, se lavaron tres veces durante 5 minutos en la solución de
lavado y se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario durante 60 minutos
(empleados a las diluciones recomendadas por los fabricantes). Los cubres se lavaron 2 veces
durante 5 minutos en PBS con Triton X-l00 al 0.3% y por último una vez en PBS.
Finalmente, se montaron en glicerol al 70% en tampón glicina 0.5M a pH 8.6,
Para los dobles marcajes se realizaron dos inmunotinciones simples consecutivas.
Después de los pasos de permeabilización y bloqueo, las células se incubaron con el anti-a-
tubulina y, tras lavar, con su correspondiente secundario. A continuación se lavaron de nuevo
y se mcubaron con el anti-13-actina y su correspondiente secundario y se lavaron y montaron
como en el caso de la inniunotinción simple.
Tanto en el caso de marcajes simples como en el de los dobles se procesaron los
correspondientes controles. En ellos se sustituyeron los anticuerpos primarios o los
secundarios por la solución empleada para bloquear las uniones inespecíficas.
3.2.3 Documentación de los resultados
Las microfotografias que presentamos han sido obtenidas con un fotomicroscopio Zeiss
Universal, utilizando óptica de contraste de fases para las células sin teñir y epifluorescencia
para las preparaciones de inmunocitoquimica. Los objetivos más corrientemente utilizados
fueron de 25x (nA, 0.65), 40x (na, 1.0) y lOOx (na, 1.3). Las fotografías de células de
disociaciones frescas, sin teñir, fueron tomadas con película Kodak Tmax de 400 ASA de
el tisensibilidad. Esta película de alta sensibilidad es necesaria para minimizar empo de
exposición, ya que las células se pueden mover en el medio de disociación. Es también por
este motivo por lo que a menudo fotografiamos células que estaban unidas a grupos de células
que no habían sido totalmente disociadas, ya que estos grupos, más voluminosos, tienen
menor movilidad. Dado que estas células son bastante largas y complejas, a menudo es
preciso fotografiarlas varias veces en distintos planos de enfoque, y posteriormente montar
las fotografias obtenidas. Las células disociadas y fijadas con EFA han sido fotografiadas con
película Ilford de 50 ASA de sensibilidad.
Las fotografias de células disociadas marcadas por inmunofluorescencia se obtuvieron
iluminando intensamente las preparaciones, mediante una lámpara de mercurio de muy alta
presión (Osram lIBO), con luz de la longitud de onda adecuada a los fluorocromos
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empleados, mediante un equipo de epifluorescencia Zeiss (Para fluorescencia con FITC: filtro
de excitación BP 450-490, divisor cromático FT 510, filtro de supresión LP 520; para
fluorescencia con TRITC: filtro de excitación BP 546/12, divisor cromático FT 580, filtro
de supresión LP 590). La película empleada fue Kodak Tmax de 400 ASA de sensibilidad.
Los tiempos de exposición se dieron manualmente, y se determinaron haciendo pruebas de
exposición hasta encontrar los tiempos óptimos. Buscamos los tiempos en los que la relación
señal-fondo fuera más favorable, siempre buscando el máximo detalle de la señal. Cuando
se empleaba el objetivo de 40x cada célula se fotografiaba 2 ó 3 veces con tiempos de
exposición diferentes para obtener la fotografía de mejor calidad. No se apreció una pérdida
significativa de fluorescencia con los tiempos de exposición empleados (4-10 s para FITC,
8-20 s para TRITC). Las células fotografiadas con objetivo de 100 aumentos sí
experimentaron una fuerte disminución de la fluorescencia emitida, pues por una parte la luz
de excitación es mucho más intensa, al condensarse más con este objetivo, y por otra las
exposiciones son más largas (30-60 s). algunas de las células fueron primero fotografiadas
con el objetivo de 40x, para mostrar el aspecto general, y posteriormente, con el objetivo de
1 OOx, para ampliar detalles concretos. Las células con doble marcaje de ¡3-actina y a-tubulina
se fotografiaron sucesivamente con los juegos de filtros adecuados para cada marcaje.
Fotografias con cada uno de los dos marcajes se dibujaron cuidadosamente en papel
transparente y se superpusieron, para obtener una visión conjunta de la distribución de ambos























4.1 DISCRECACION DE LA CELULA DE MULLER CONSERVANDO SU
INTEGRIDAD ESTRUCTURAL
Hemos realizado un total de 177 disociaciones de retinas de embriones de todos los
estadios de desarrollo a partir de E6, y de animales adultos. Partiendo de resultados
preliminares obtenidos en nuestro trabajo de tesina, ajustamos las condiciones para conseguir
digregaciones con un elevado número de células de Múller y con un alto grado de
preservación morfológica, es decir, con las formas que tienen in siW a lo largo del desarrollo.
Los criterios para defmir una célula como bien preservada fueron: 1) la ausencia de
vacuolización, 2) la presencia de un núcleo nítido y refringente y 3) el poseer en cada estadio
la forma correspondiente a la observada en preparaciones de Golgi. Las células bien
preservadas, así como aquéllas que aun careciendo de muchas de sus prolongaciones son
identificables como células de Múller, excluyen el azul de tripano, lo que demuestra que son
células vivas. De hecho, la mayoría de las células presentes en nuestras disociaciones
excluyen este colorante, que sólo es tomado por una pequeña proporción de células con
evidentes signos de deterioro. En las figuras 4.2, 4.3 y 4.4 mostramos numerosos ejemplos
de células de Múller disgregadas, tanto vivas, en su medio de disociación, como fijadas, con
su morfología bien preservada y similar a la que se puede observar en preparaciones de
Golgi.
Los parámetros que se han revelado más importantes para la obtención de una buena
disociación son: la temperatura de incubación, la concentración de proteasa, el volumen de
medio de incubación y la concentración de sacarosa en éste. La temperatura de incubación
idónea resultó ser de 340C. El resto de parámetros varian en relación al estadio. El tiempo
empleado en la disociación osciló entre 30 y 60 minutos. Cuanto mayor es el tiempo de
disociación, mayor es el número de células disociadas, pero también es mayor la proporción
de éstas que se deterioran, por lo que es necesario detener la disociación cuando se aprecia
que hay una cantidad conveniente de células, aunque no se alcance la disociación completa
del tejido. En la tabla 4.1 presentamos los valores óptimos de los parámetros que determinan
el resultado de la disociación para cada estadio. Con los valores que indicamos en la tabla se
consiguen disociaciones óptimas de células de Múller a los estadios indicados, entendiéndose




















E6 600 2 10.26 0.035
E7 600 2 10.26 0.042
E8 y E9 600 2 10.26 0.055
EIO 600 1 10.26 0.055
El! 600 1 6 0.055
E12-E17 600 6 0.07
E18 600 1 6 0.083
E19 800 1 6 0.084
E20 800 1 6 0.094
ADULTO 800 1 6 0.1
El resultado de la disociación depende también en buena medida de la méiculosidad
en el seguimiento del protocolo experimental. Así, pequeños incrementos o decrementos en
la concentración de proteasa aceleran o retrasan el proceso, obteniéndose mayor número de
células deterioradas en ambos casos. Variaciones del volumen del medio de incubación y/o
de la cantidad de tejido determinan variaciones en la densidad de células del disgregado fmal.
Si el volumen de medio de incubación empleado supera los valores de la tabla para la misma
masa de tejido, el resultado de la disociación se ve afectado negativamente, de modo que las
células se deterioran más rápidamente a medida que se van disgregando. Así pues, hemos
encontrado que hay una relación idónea entre la cantidad de tejido y el volumen del medio,
con la que se consiguen buenas disgregaciones. Por ésto, en los estadios más jóvenes
empleamos dos retinas en 600g1 de medio, mientras que en estadios más avanzados usamos
una retina en 600!d y, en los últimos estadios y en adulto, una retina en 8OO~l. También
hemos encontrado muy importante el proceso de troceamiento fino del tejido, previo a la
disociación, así como la ayuda mecánica realizada de un modo muy suave.
La concentración de sacarosa que utilizamos en la mayoría de los estadios es del 6%.
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Esta concentración de sacarosa proporciona al medio de disociación una osmolalidad de 175
mOsm/Kg. La concentración de sacarosa que proporciona una osmolalidad fisiológica (300
mosm/Kg) es del 10.26%. Sería esperable, pues, que con esta concentración de sacarosa las
células quedaran mejor preservadas. Sin embargo, en nuestra experiencia ésto sólo ocurre en
los primeros estadios de desarrollo. En el resto de estadios se obtienen mejores resultados
empleando sacarosa al 6%.
Los resultados que mostramos en la tabla resultan insólitos en el campo de la
disgregación de tejidos por tres motivos. Primero, la relación entre el volumen del medio de
incubación y la masa de tejido (n0 de retinas/experimento) varía con el estadio de desarrollo,
mientras que en los procedimientos de disociación corrientemente usados estos parámetros
tienen valores constantes, independientemente del tipo de tejido o del estadio de desarrollo.
Segundo, la osmolalidad del medio de incubación requerida a partir de El 1 para obtener
células de Múller estructuralmente bien preservadas es inferior a la del plasma
(300mOsm/Kg), ya que a partir de este estadio da mejores resultados (más células y mejor
preservadas) incubar en sacarosa al 6% (l7SmOsm/Kg) que en sacarosa al 10.26%
(300mOsm/Kg). Sin embargo, cualquiera de los métodos corrientes de disociación utilizan
medios de incubación de osmolalidad fisiológica, la cual es ajustada con una mezcla de sales
a concentraciones fisiológicas. Tercero, la concentración de proteasaincrementa con el estadio
de desarrollo de 0.035 mg/ml a 0. lmg/ml. Los otros métodos utilizan concentraciones de
proteasa constantes (en tomo a lmg/ml), independientemente del tipo de proteasa, tejido o
estadio de desarrollo. La proteasa SF es, por tanto, mucho más activa que cualquiera de las
comercialmente disponibles, pues funciona a concentraciones entre 10 y 100 veces menores
que éstas.
Aunque nuestro objetivo era obtener las condiciones idóneas para disociar las células
de Miller, en los disgregados no sólo encontramos estas células, sino que también
encontramos todos los tipos de células de la retina (figura 4.1). Cuando al extraer la reúna
quedan adheridas porciones de epitelio pigmentario, las células de este epitelio también se
disgregan y se observan en el medio (figura 4.1, F). Hemos encontrado que el tipo de células
que se observan durante el proceso de disgregación es función del tiempo. Así, durante los
primeros 10 mm sólo se observan algunas células aisladas, posiblemente resultado delproceso
mecánico, y abundantes restos celulares, resultado sin duda del troceamiento inicial del tejido.
A los 20 minutos, aproximadamente, las células más abundantes son fotorreceptores y
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gangltonares (figura 4.1, A y b). células estas sttuadas en ambas superftctes de la reuna. 
acompañadas de algunas células bipolares y amacrinas (figura 4.1, C y D). Hacia los treinta 
minutos, aproximadamente, hay gran cantidad de fotorreceptores, células ganglionares, 
amacrinas y bipolares. y comienzan a aparecer algunas células horizontales (figura 4.1, b) y 
células de Müller, estas últimas frecuentemente unidas a grupos de fotorreceptores. Hacia los 
cuarenta y cinco minutos ya aparece una buena proporción de células de Müller. además de 
todos los otros tipos celulares. Si el tiempo es superior a 45 min. hasta 1.5 h. las células de 
Müller llegan a ser mayoría, junto con las células bipolares. Esta 1 ! secuencia de disociación de 
Figura 4.1 
tipos celulares resulta lógica, pues las células ganglionares y los fotorreceptorcs son las 
células a las que primero tiene acceso la proteasa. mientras que las Müller. que ocupan todo 
el grosor de la retina. aparecen cuando la mayor parte de las otras células ya han sido 
liberadas del tejido Además, las células de Miiller tienen uniones adherentes con los 
fotorreceptores y con otras Müller. por lo que es frecuente que aparezcan varias de ellas 
unidas entre si y/o a grupos de fotorreceptores. Los tipos celulares observados en los 
disgregados también varían en relación al estadio de desarrollo. Asi. mientras las células de 
Müller. las bipolares. los fotorreceptores y las horizontales se observan a lo largo de todo el 
desarrollo y en los animales adultos. no ocurre así con las células ganglionares y amacrinas. 
Es notable el caso de las celulas ganglionares, las cuales desaparecen de las disgregaciones 
a partir de El X aproximadamente. no pudiéndose observar a partir de este estadio. Las células 
amacrinas también disminuyen en número y diversidad de tipos en animales adultos. 
i+ 
4.1.1 Resumen
Hemos puesto a punto un método de disociación celular, óptimo para la extracción de
células de Miller de retina de poíío, basado en el método desarrollado por Prada, C. y col.,
(1991). Difiere de otros métodos de disociación en que se emplea una proteasa distinta (la
proteasa SF), mucho más activa que las actualmente disponibles, y en que diversos
parámetros que afectan al resultado de la disociación, incluyendo la osmolalidad, son
modificados en función del estadio de desarrollo para conseguir células con una morfología
óptimamente preservada.
Con este método de disociación hemos obtenido célu]as de MOller con morfología
similar a la que presentan iii sim cuando son impregnadas con el método de Golgi.
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4.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS FORMAS CELULARES OBSERVADAS EN
LOS DISGREGADOS Y EN PREPARACIONES DE GOLGI: FASES DE LA
MORFOGENESIS
Para valorar la fiabilidad de nuestro método realizamos un estudio comparativo de las
formas que aparecen en los disgregados y las formas que sabemos que tienen las células de
Miller en las preparaciones impregnadas con el método de Golgi, tanto a lo largo del
desarrollo como en el adulto. Las formas que presentan en preparaciones de Golgi las
conocemos por los trabajos de otros autores (Cajal, 1892, Prada, C. y col., 1983 y Prada,
F. y col., 1989b), y por nuestros propios resultados de Tesina de Licenciatura, como hemos
expuesto en los apartados 1.3.2 y 1.4.3 de la Introducción.
4.2.1 Morfogénesis
En los disgregados hemos encontrado las formas descritas con el método de Golgi,
desde las bipolares más sencillas en los primeros días de desarrollo, hasta las más complejas
en días más avanzados, aunque hemos observado algunas diferencias en las formas obtenidas
con ambos métodos. Del estudio comparativo de las formas obtenidas con uno y otro método
a lo largo del desarrollo, hemos distinguido 3 fases en la morfogénesis de la célula de Miller:
V Fase: Emisión de múltiples prolongaciones pequeñas y transitorias (sprouring) en toda la
superficie celular (figura 4.2 A, B).
2~ Fase: Ramificación de la prolongación vítrea en su porción distal al soma (figura 4.2 C,
D). Durante esta fase las células aún presentan un sprouting generalizado que va
disminuyendo gradualmente hasta su casi total desaparición al final de esta fase.
3~ Fase: Diferenciación final de la célula. Encontramos dos procesos básicos:
A) Emisión y crecimiento de las prolongaciones que formarán la cabellera de
prolongaciones vítreas en la célula adulta, a partir de la porción de
prolongación vitrea proximal al soma (figura 4.3 A-F).
B) diferenciación de la porción distal de la prologación ventricular (figura 4.3 G-K),
con formación de la ramificación a nivel de la CNE.
Las células en fase 1 se observan desde ES a E12, las células en fase 2 desde ES a
ElS, y las células en fase 3 desde E14 hasta la eclosión.
Las células en fase 1 se corresponden con las formas más simples, bipolares,
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observadas con el método de Golgi, aquellas que acaban de abandonar el ciclo celular 
(compárense las formas de los glioblastos de Müller en la figura 1.13. en E7-7 .S y las de la 
figura 4.2 A, B). En los disgregados estas células aparecen abundantemente recubiertas de 
un sprouring generalizado. que no se observa en células teñidas por el método de Golgi. Las 
células en fase l se observan en los disgregados entre EX y El2, 10 cual no significa que la 
célula esté en esta fase durante tan largo período de tiempo. El proceso de morfogésis de las 
células de Müller no es sincrónico en toda la retina (Prada. F. y col., 1 YXYb). sino que hay 
un gradiente de diferenciación de retina centra1 a periférica, con células menos diferenciadas 
en ésta. Nosotros disociamos la retina completa. incluyendo la mayor parte de la retina 
periférica. La inclusión de ésta en los disgregados explica que encontremos células muy 
jóvenes. en fase 1. durante esos cuatro días. 
Figura 4.2 
Cfhdas de Mullcr rn las fjws 1 (A y B) y 2 (C ! 
D) de d~t’eratc~ac~~~tt. Lus niuwxos mhcan cl 
estadi« de desarrollo. Las c&das se han dtspuest~> 
con su prolongaciíw ventricular hacia amiha y la 
vítrea hacia abajo. A. B y C: fotogratiiaï dc células 
reakl dqqadas, ati vwas; D: cClula f&& 
Nótcsc cl ~~roufirr~ tan gcncralizado que se aprecia 
en la cClula A y qoc va <h\n~muyend~> CII B y ( 
hasta dcsapareccr rn 1). En A. B y <‘ al~‘nas SC 
nprecla la prolmlpacl~n vcrrtncular, por esta, 
inclnidil ctt un gn~po de &das yio cstx lima de 
fòco. La flecha xfiiùa cl pu,,,,, de ramfica~~i,~~ dc 
la pr<~lor~t+mirn \‘,trca. Awne~~tos: b’llx. 
Las células en fase 2 se caracterizan en las preparaciones de Golgi por la emisión de 
prolongaciones a nivel de la CCG y CFNO, aunque también ocurren otros fenómenos, como 
es la aparición de laminaciones, principalmente en la porción de célula que atraviesa la mitad 
vítrea de la CNl (figura 1.17 B-l). En las preparaciones de Golgi de E7 es frecuente observar 
las prolongaciones surgiendo a partir de pequeñas porciones de la prolongación vitrea, 
aplanadas y de forma triangular (figura 1.17. estrella). formadas a nivel de la CFNO. Desde 
E9 hasta El 1 se siguen observando estas zonas triangulares en algunas células, mientras que 
en otras las prolongaciones parten de engrosamientos irregulares situados en la CCG y CFNO 
(figura 1.17. flecha curva). Si bien en los disgregados hemos encontrado toda la variedad de 
formas de estos estadios. no hemos encontrado las laminaciones que se observan en las 
preparaciones de Golgi, y las porciones triangulares de donde parten las prolongaciones del 
extremo vítreo han sido observadas raramente. 10 cual puede ser explicado por pérdida de la 
SY 
forma de las zonas laminares tras la disgregación. En El 3 y £14, coincidiendo con la
desaparición progresiva del sproudng, la ramificación de la prolongación vítrea se hace más
patente, con ramas de mayor longitud y grosor (figura 4.2 C, D).
Durante la fase 3 encontramos dos procesos inorfogenéticos notables: A) la formación
de la cabellera de prolongaciones vítreas (figura 4.3 A-F) y B) la diferenciación del extremo
de la prolongación ventricular (figura 4.3 G-K).
Las prolongaciones de la cabellera comienzan a emitirse hacia El3, bien desde el poío
vítreo del soma o desde porciones de la prolongación vitrea próximas al soma celular. En
estos estadios aparece un notable sprouring en esa porción de la célula (figura 4.3 A, flecha).
Posteriormente (E15-E16), de esa zona parten una o varias prolongaciones más largas,
normalmente recubiertas de otras prolongaciones mucho más pequeñas que les dan un aspecto
“barbado” o espinoso (figura 4.3, flechas en B y C). En El 6-E17, el número de
prolongaciones es mayor, así como su longitud (figura 4.3, flecha en 1)). Posteriormente, las
prolongaciones más largas pierden el sproutíng, que se conserva en las más cortas y en la
zona de la prolongación principal más próxima al soma. En El 8, aun cuando muchas de las
nuevas prolongaciones han perdido ya el sprouting, y algunas de ellas ya alcanzan una
longitud y grosor que hace imposible reconocer cual de las prolongaciones es la original,
quedan aún prolongaciones claramente en proceso de crecimiento, pues son mucho más cortas
que las restantes. En E19 vemos que aunque hay células que siguen presentando alguna
prolongación corta, muchas de ellas ya son largas e indistinguibles de la prolongación
original, con lo que la morfología de las células en este estadio es muy similat a la de las
adultas (figura 4.3 E, F). Durante todo el período que estamos considerando, las
prolongaciones parten de zonas de la prolongación original cercanas al soma. Desde los
puntos de origen de estas prolongaciones hasta los de las prolongaciones distales que se
originaban en la fase 2, queda un tramo de prolongación en el que no se emite ninguna
prolongación. Esta zona libre de prolongaciones se corresponde, muy probablemente con la
CPI. Las prolongaciones vitreas más diferenciadas terminan en abultamientos que se
corresponden con los pies de anclaje observados en las preparaciones de Golgi, aunque a
veces van rematados con prolongaciones muy finas (figura 4.3, asterisco en E), no detectadas
con ese método.
El método de disgregación también nos ha proporcionado información nueva sobre el
desarrollo de la prolongación ventricular; sin embargo, debido a que muchas veces la célula
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Figura 1.3 
queda unida por el extremo de esta prolongación a grupos de fotorreceptores (como se
muestra en la figura 4.3, 1 en E y F) y a otras células de Múller, es difícil obtener
abundantes ilustraciones de este proceso. Prada, F. y col. (1 989b) describieron que se
produce un ensanchamiento a nivel de la MlLE del que posteriormente parten prolongaciones
hacia el límite entre la CNE y la CPE (figura 1.3, HH 37-40). Tras ésto, la parte de la célula
que atraviesa la CNE aparece como una zona muy engrosada de perfil rectangular. En
nuestros disgregados hemos visto algunos ejemplos de células en proceso de crecimiento de
estas prolongaciones, pero fundamentalmente hemos observado células en diferentes estadios
de ramificación de la prolongación ventricular. Este proceso se caracteriza por la aparición
en la zona más distal de la prolongación de un aplanamiento que da a esta parte de la célula
una forma de “T” (figura 4.3, flecha en O). Las ramas que forman la porción horizontal de
esta “T” se curvan (figura 3, flechas en H) y se dirigen hacia la capa pigmentaria
disponiéndose en paralelo con el eje longitudinal de la célula, convirtiéndose la “T” en una
“Y” (figura 4.3, flechas en 1, J). Las ramas de esta “Y” aparentan ramificarse en algunas
células. En otras, sin embargo, no aparece esta ramificación de la prolongación ventricular,
y terminan en la MLI en una zona engrosada (figura 4.3 K), a partir de la cual surge el
microvillí que se observa en la célula adulta.
4.2.2 Formas adultas
El estudio de las formas de la célula de Múller adulta fue realizado para completar el
estudio preliminar de Tesina (ver Introducción, apanado 1 .3.2). Estábamos interesados en
encontrar en los disgregados las células de tipo II (Prada, F. y col., 1989b), que no habíamos
encontrado anteriormente, así como en estudiar en detalle la variabilidad morfológica que ya
vislumbramos en muestro trabajo de tesina.
En la figura 4.4 mostramos una selección de células adultas, con las que ilustramos
la variedad de formas respecto a la ramificación de la prolongación ventricular y de la
cabellera vítrea, que no muestra el método de Golgi.
Las células muestran gran variabilidad en el extremo distal de la prolongación
ventricular, que puede ser simple (figura 4.4 A), bifurcado (figura 4.4 B, F), o presentar
varias ramificaciones (figura 4.4 C-E, i). En el caso de terminaciones bifurcadas, cada rama
puede a su vez dividirse (figura 4.4 B), o puede dividirse sólo una de ellas (figura 4.4 F).
Todas las prolongaciones terminan en la MlLE formando unos pequeños engrosamientos
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(figura 4.4, cabeza de flecha en D y E, como ejemplo), que a veces son continuos con los
de la prolongaciones vecinas, de modo que forman una especie de placa (figura 4.4. flecha
en B, C y F, como ejemplo), de la cual salen numerosas prolongaciones muy fmas
(microvillO hacia la capa de conos y bastones. A esta placa suelen estar íntimamente unidos
algunos fotorreceptores (figura 4.4, f en O y K), cuyos somas y parte de los segmentos
internos se encuentran a veces entre las prolongaciones ventriculares de las Múller. En
algunas células da la impresión de que estas prolongaciones ventriculares están conectadas
entre sí por laminaciones, de modo que contribuirían a rodear y, en cierto modo, aislar los
somas de los fotorreceptores, al menos parcialmente. A veces se observan prolongaciones
que, en vez de surgir por bifurcación de la prolongación ventricular, como hemos señalado,
parecen surgir de la placa de la MLE y se orientan en dirección al vítreo (figura 4.4, flecha
curva en U y E). En la región de la célula contigua a la ramificación de la prolongación
ventricular, es frecuente ver una zona más estrecha que el resto de esta prolongación, aunque
no resulta tan patente como señalan Prada, F. y col. (1989b) en sus preparaciones
impregnadas con el método de Golgi (se señala, a modo de ejemplo, en las células en E y K
de la figura 4.4, con una barra). Desde las regiones contiguas a este estrechamiento, que se
corresponde por su posición con la CPE, e incluso de prolongaciones que parten de la MlLE,
se forman prolongaciones muy finas que in situ se orientan hacia la CPE (figura 4.4, flecha
blanca en U, E; ver también la figura 4.3 K, cabezas de flecha). Estas prolongaciones son
tan fmas que en las células fijadas apenas se ven, e iii vivo son muy dificiles de fotografiar
por la dificultad de obtenerlas en un solo plano de enfoque. Esto ha impedido que estudiemos
su formación en estadios embrionarios. Estas prolongaciones podrían estar relacionadas con
el aislamiento de contactos sinápticos en la CPE. En la porción de prolongación ventricular
que atraviesa la CNI hemos observado en algunas células laminaciones más o menos extensas
y anillos (figura 4.4, cabeza de flecha blanca en A).
El soma de la célula tiene forma aproximadamente elíptica, y un grosor algo mayor
que el de la prolongación ventricular. No hay gran variación de tamaño de unos somas a
otros. De él parten, o bien las prolongaciones que forman la cabellera vítrea, o bien de una
a tres prolongaciones relativamente cortas de las que salen las prolongaciones que forman la
cabellera. Cuando del soma parte más de una prolongación, éste adopta una forma más
triangular (muy patente en la figura 4.4 1). También hay variabilidad en cuanto a la distancia
desde el soma al punto de origen de la cabellera vítrea. Esta, como ya hemos indicado, puede
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salir directamente del soma (figura 4.4 F), aunque es la forma observada con menos
frecuencia. Más frecuentemente hemos observado que la cabellera sale a una distancia
variable del soma, a partir de una prolongación más o menos gruesa y relativamente corta
(figura 4.4 G). Tal como se ve en la fotografia O, la prolongación vítrea emite las
prolongaciones de la cabellera en un punto, sin que se pueda distinguir cual de las
prolongaciones era la prolongación original. Algunas células presentan varias cabelleras que
se originan a partir de 2 ó 3 prolongaciones que, o bien surgen directamente del soma (figura
4.4 H, 1) o bien surgen de la bifurcación de una única prolongación que parte del soma
(figura 4.4 J, K). Algunas células que tienen la cabellera saliendo de un punto de la
prolongación vitrea a cierta distancia del soma, muestran alguna prolongación fina entre el
soma y el punto de emisión de la cabellera. En otras células hemos observado que de la parte
de la prolongación ventricular que atraviesa la CNI parte una prolongación accesoria que
también da origen a una cabellera (figura 4.4, asterisco en L). Las cabelleras originadas a
partir de las prolongaciones accesorias surgen aproximadamente al mismo nivel que la
cabellera principal. Las prolongaciones que forman la cabellera no son muy ramificadas, tal
y como se puede apreciar en las células que han quedado mejor extendidas, como en J y K,
de la figura 4.4. Las ramificaciones se dan sobre todo a cierta distancia del punto de
emisión, por lo que pensamos que la mayoría están aproximadamente a nivel de la CCG.
4.2.3 Resumen
El estudio comparativo de las formas obtenidas por disociación de retinas de estadios
comprendidos entre ES y el adulto, con las formas conocidas por los estudios de otros autores
y por nosotros mismos, indica que la célula de Múller, durante su diferenciación morfológica,
pasa por tres fases, caracterizadas por: 1) emisión de sprouting generalizado, 2) emisión de
prolongaciones desde el extremo distal de la prolongación vítrea mediante conos de
crecimiento y 3) emisión de prolongaciones desde la porción proxinial de la prolongación
vítrea y formación de prolongaciones en el extremo distal de la prolongación ventricular, sin
conos de crecimiento aparentes. El proceso de diferenciación morfológica de las células de
Miller se esquematiza en la figura 4.5.
Las células adultas disociadas revelan una gran variabilidad estructural en la porción
distal de la prolongación ventricular, así como diferentes formas respecto al lugar de origen
de la cabellera vítrea, desconocidas hasta ahora. Nuestros resultados abren nuevas incógnitas
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sobre el significado biológico de la variedad de formas adultas de estas células.
Fase 1 FFase 2-] Fase
Figura 4.5
Esquema de la diferenciación morfológica de la célula de Miller de pollo, en el que representamos
las fonnas características de las tres fases que hemos distinguido en este proceso.
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4.3 CUANTIFICACION DEL INCREMENTO DE LA SUPERFICIE DE
MEMBRANA DE LA CELULA DE MULLER A LO LARGO DEL DESARROLLO
La célula de Míflier
incrementa paulatinamente su
superficie de membrana a lo largo del
desarrollo embrionario mediante la
emisión de prolongaciones. Nos
planteamos cuantificar el incremento
de superficie de membrana que
experimenta la célula desde que
abandona el ciclo en forma bipolar
sencilla hasta que presenta la forma
compleja adulta, proceso que se
esquematiza en la figura 4.6.
Abordamos el problema de forma
sencilla con un enfoque geométrico,
Prolongación
modelizando la célula de forma que vitre~
pudiésemos utilizar el mismo modelo
para cualquier forma de las que va
adoptando la célula durante su
diferenciación.
4.3.1 Desarrollo del método de - —
cálculo de la superficie celular
Figura 4.6
En la figura 4.6 mostramos en
idealizada las formas Representación modelizada de una célula de Míllier enrepresentación f~ inicial de diferenci ción, disociada de ietina de EJ 3
embrionaria y adulta de la célula de (izquierda), y una de reúna adulta (derecha). Ambas
células se han dibujado aproximadamente a la misma
Millíer de pollo. Puede observarse escala, pan mostrar el crecimiento espectacular de esta
célula durante su diferenciación.
que en ambos casos la célula se
puede considerar formada por fragmentos en forma de cilindro y en forma de tronco de cono.






suma de las áreas laterales de cada uno de estos fragmentos individuales. Por tanto, una
forma de medir la superficie sería descomponer cada célula en fragmentos en forma de
cilindro y de tronco de cono, calcular el área lateral de cada uno de estos fragmentos y
sumaría. Para calcular estas áreas aplicamos las fórmulas matemáticas:
1) Area latera.! de un cilindro: A~1i = 2itRh
siendo R el radio del cilindro y h su longitud (figura 4.7).
2) Area latera.! de un tronco de cono: = ttG(R+r)
siendo 11 y r los radios mayor y menor del tronco de cono y
G la generatriz (figura 4.7).
Ahora bien, este método sería muy largo y tedioso.
Por ésto, decidimos buscar una fórmula que sirviera para
calcular la superficie de figuras complejas formadas por
cilindros y troncos de cono y aplicarla a las células de
Múller. Considérese un cuerpo como el mostrado en la figura
4.8. Se trata de un sólido de revolución formado por
porciones en forma de cilindro, de cono y de tronco de cono.
19
El área lateral total de este cuerpo será igual a la suma de todas las áreas laterales de
los cilindros y troncos de cono que la forman. Así, generalizando para cualquier figura:
n
3) AT=Al ~A2 + ... +~% =>jA1
1=1
Si ahora utilizamos la fórmula de las áreas del cilindro y el tronco de cono en función






4) A~ =itflh ; A~ D+d
__o2
Nótese que los valores que toman tanto G como It en esta expresión corresponden a
las longitudes ¡~, ‘2,... 1~ (figura 4.8) que denominaremos longitudes laterales (L).
Además, se puede demostrar que la expresión
D+d
2 ,
que aparece en la fórmula del área del tronco de cono, es su diámetro promedio (De); es
decir, si medimos diámetros al azar en diferentes puntos del tronco de cono, el promedio de
los valores obtenidos se aproxima al valor de esta expresión tanto más cuanto mayor es el
número de medidas que tomemos. Por otra parte, no requiere demostración que el diámetro
de un cilindro es igual a su diámetro promedio. Introduciendo en las ecuaciones 1 y 2 los
valores de diámetro promedio y longitudes laterales, tenemos que ambas expresiones son
iguales:
6) A~,11 = itD~L
= xD~L
Luego el área lateral total de una figura como la mostrada en la figura 4.8 sería:
n 12
.1—1 1=1
siendo de,. el diámetro promedio de cada segmento, y 111a longitud lateral de cada segmento.




siendo D> el valor del diámetro promedio de toda la figura. Si despejamos D1. en 8), tenemos
que su valor es:
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Este valor puede calcularse exactamente para cualquier figura de la que conozcamos
sus dimensiones: el diámetro promedio y la longitud lateral de cada segmento, es decir, d~,
y 4. A él contribuyen los diámetros promedio de cada una de las regiones (cilíndricas o en
forma de tronco de cono) de la figura proporcionalmente a su longitud lateral.
Para hallar una estimación del valor D~ de una figura como la de nuestro ejemplo
(figura 4.8), de la que no conocemos sus dimensiones exactas, se pueden tomar puntos
aleatoria o sistemáticamente en el eje de simetría de la figura y realizar mediciones de los
diámetros que pasan por esos puntos. Este procedimiento implica que la contribución del
diámetro promedio de cada región (d~1) al diámetro promedio de toda la figura (De) es
proporcional a la longitud de cada región. Es decir, las regiones largas contribuyen más al
D~ que las cortas. Este procedimiento sería correcto para las regiones cilíndricas, en las que
It coincide con 1, pero no para las regiones con forma de tronco de cono, en las que no
coinciden. Es más correcto hacer un muestreo, aleatoria o sistemáticamente, tomando puntos
en la línea que marca el perímetro de la figura, y promediar los diámetros que pasan por ésos
puntos. Aunque este último es el modo más correcto de calcularlo, la diferencia entre los
valores que se obtienen con uno y otro método de muestreo es muy pequeña y depende de
la forma de cada figura en concreto. En general, cuanto menores son los ángulos entre las
generatrices de los troncos de cono y la línea media, más se acercan los valores que se
obtienen con uno y otro método de muestreo; es decir, el muestreo en la línea media es más
aproximado para figuras con un perfil “suave”, con ángulos poco abruptos, como sin duda
ocurre con nuestras células. En el cuadro 1 mostramos dos ejemplos prácticos de figuras del
tipo que estamos considerando, que prueban la bondad de estas aproximaciones.
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Cuadro 4.1
Mostramos dos figuras que representan las proyecciones de sélidos de revolución fonnados
por la umón de regiones cilíndricas y troncos de cono.
1 2
lOrrmn
Estas dos figuras se diferencian únicamente en que los ángulos fonnados por las generatrices
de los troncos de cono son en la figura 1 el doble que en la 2.Corno conocemos todas las dimensiones
de estas figuras, podemos calcular en ellas los valores exactos de todos los parámetros que aparecen
en la fórmula 8, así como su área exacta:
Figura 1: L = 121.535 mm (sumando las 1~, conocidas)
O,. = 11.296 mm (aplicando la fórmula 10))
= 4313 mm2 (aplicando las fónnulas 1) y 2))
Si medimos diámetros muestreando sistemáticamente en la línea media de la figura cada cinco
milímetros, tomado como primer punto el situado a 1 mm del comienzo de la figura, como se indica
en los dibujos, el diámetro promedio estimado, y el área estimadas sedan:
Dp,~, = 11.09 mm
= 4234.66 mm’
El error existente entre las dos medidas es:
= 0.982
Veamos estos mismos valores para la figura 2, que tiene un perfil más ‘suave”:
Figura 2: L = 103.26 mm





Así pues, los enores de la estimación sonmuy bajos en ambos casos, siendo el menor elde
la figura 2, como era esperable.
4.3.1.1 Método para la estimación de la superficie de la célula adulta
En la célula adulta hemos considerado dos regiones con distintas morfologías: la
región de la cabellera vítrea y la región que comprende todo el resto de la célula, ésto es, la
prolongación ventricular, el soma y la porción de la prolongación vítrea basta e] punto donde
se inicia la cabellera (figura 4.6). Excluimos la región del microvillí, por razones que se
verán más adelante.
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La regih de la cabellera vítrea está formada por numerosas prolongaciones largas y 
delgadas. cuyo diámetro varia poco a lo largo de cada prolongación y entre ellas. El resto de 
la célula se puede considerar que está formada por la unión de numerosos fragmentos 
cilíndricos y troncwzónicos. cada un« de ellos con una longitud y un radio determinados. 
Para calcular en la práctica el valor aproximado de la superficie de las cflulas de 
Müller adultas las dibu.jamos con ayuda de un ordenador. Extensiones de células disociadas 
y lijadas ccw EFA se montaron CCXI cubreobjetos y agua destilada, y SC observaron con un 
microscopio Zeiss por contraste de fases y objetivo de 40x. I.a imagen era capturada por una 
videocámara y exportada a un ordenador. Sobre la imagen en pantalla y utilizando cl 
programa Neurolog trazamos todo el contorno de la célula. excepto en la regicin de la 
cabellera vitrea. cn la cual las prolongaciones son demasiado finas para dibujar cl contorno. 
de modu cluc dibujam~~s sOlo SII longitud. EI programa mide la longtud de todas Ias lineas 
traiadas y produce un dibujo de la cc:lula wn un aumento wwcido ( I (100x). que obtcnemc~s 
a través de impresora. I,a ~rcgión del ~Cow?iii SC dcsprcci6. pues estas pl-olongacioncs son 
tan finas (aproximadamente 0.2pm. según las ilustraciones de microscopia electrhica de 
Prada. F. y col. 1 YXYb) que es muy difícil no ya medirlas. sino incluso contarlas. En la 
tigul~a 4.Y mostramor la fotografía de una 
klula dc .Miillcr y la imagcJ1 de la misma 
generada con ayuda del ordenador. Si 
ssumimos que las células quedan adheridas al 
pwta ZOILWT~~~G su volumen. lo que estamos 
v~cndo de ellas es su proyecciún sobre un 
plano (ohservandc las células con el 
microscopio a gl-andes aumentos vemos que 
hay Larios planos de l’oco~ lo que nos indica 
yuc conscman. al menos parclalmente. su 
Figura 4.9 
wlurnen). Se aument(, el dibujo un número Mosrrm~<w ,‘“r;’ su i<~~,~,>i,ri~~on, MM 
nncrufd,~graki <Ic ,I,U cdrda (1~ Mdh i~<lultit 
mediciones. Primero calculamos la superficie 
en w~~junto de la prolongación Trcntricular. cl 
soma y la porción de la prolongación vítrea hasta el inicio de la cabellera. para lo cual subrc 
el dibujo aumentado trazamos la linea media de la figura y medimos cl diimetro de la cklula 
trazando perpendiculares a esta línea a intervalos fijos (5mm en el dibujo, 1 . 8~¿m sobre la
célula). Promediando todas las medidas, obtuvimos el valor del diámetro promedio, es decir,
D~ en la ecuación 8. El perímetro de la célula en esa región nos lo proporcionaba el
ordenador. Como sea que en esta zona las células son muy largas en relación a la anchura,
el valor del perímetro se aproxima mucho al doble del valor del sumatorio de 1, que aparece
en la ecuación 8. Por tanto, podemos aplicar esta ecuación, puesto que tenemos buenas
estimaciones de las dos incógnitas de la misma.
Para calcular la superficie de la cabellera podemos aplicar la misma fórmula.
Obtendríamos el mismo resultado si hallamos las áreas de cada prolongación y las sumamos,
que si consideramos un cuerpo formado por la unión de todas las prolongaciones de la
cabellera y calculamos su área. En este último caso el sumatorio de longitudes es la suma de
las longitudes de todas las prolongaciones, valor que nos proporciona el ordenador. El
problema es que no podíamos dibujar el contorno de estas prolongaciones tan finas, por lo
que no podíamos calcular el diámetro promedio del mismo modo que para las porciones
gruesas de la célula. Dada esta dificultad y que la simple observación nos indicaba que el
grosor de las prolongaciones fmas es prácticamente el mismo en toda su longitud, y que
además no se aprecia variación sustancial del mismo entre las prolongaciones de una misma
célula, ni de unas células a otras (véanse las células F-L de la figura 4.4) decidimos no
estimar el diámetro promedio de las prolongaciones para cada célula en particular, sino el
valor promedio para todas las células. Ensayamos dos abordajes con el fin de comparar los
resultados:
- Con el objetivo de 100 aumentos fotografiamos prolongaciones vítreas de varias
células de Múller seleccionadas al azar. Los negativos se ampliaron hasta dar un positivo con
un factor de ampliación de 3850x. Tanto al microscopio como en los negativos se vio que el
grosor de las prolongaciones estaba dentro del poder de resolución de éste [aperturanumérica
del objetivo: 1 .3; apertura numérica del condensador: 0.9; filtro verde (longitud de onda:
0.55~m); poder de resolución: d = L.O/(A.n.obj + A.n.cond.) 0.2037km]. Sin embargo,
las prolongaciones eran aún demasiado fmas para poder ser medidas sobre las fotografias, por
lo que éstas se ampliaron en una fotocopiadora hasta 5390.aumentos. No se aumentaron más
para evitar pérdida de nitidez. Sobre estas copias y con papel vegetal se dibujaron pequeños
tramos de las prolongaciones usando un portaminas. Estos dibujos aún se aumentaron en la
fotocopiadora basta un total de 1 0565x. En estas ampliaciones pudimos medir fácilmente el
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grosor, simplemente con una regla milimetrada. y hallamos el diámetro promedio. 
2- Con el objetivo de 100x y la cámara clara dibujamos pequeños tramos de las 
prolongaciones con un portaminas tino. El aumento de estos dibujos era de 1912x. 
Aumentamos en la fotocopiadora hasta I5OOOx como en el caso anterior y medimos el grosor. 
El valor de diámetro promedio que obtuvimos para estas prolongaciones mediante el 
uso de la cámara de dibujo fue de 0.4Xpm (n=79). Utilizando ampliaciones fotográficas en 
vez de dibujos obtuvimos 2 medidas: 0.42pm (n= 127) y (1.47lpm (n= 136). Véase que las 
medidas obtenidas por ambos métodos son muy similares. lo que nos da confianza sobre su 
validez. El valor que tomamos como diámetro promedio para nuestros cálculos fue la media 
ponderada de estas tres medidas. que es 0.45pm. 
4.3.1.2 Método para la estimación de la superficie de las chlas embrionarias 
Para medir las células embrionarias no hicimos uso del ordenador. puesto que la 
mayor utilidad de éste era facilitamos la longitud total de las prolongaciones de la cabellera. 
Iln las células más jóvenes no se ha formado la cabellera. por lo que no nos parecio que 
\,aliera la pena emplearlo. Puesto que las células embrionarias van moditicando su forma a 
lo largo del desarrollo. en cada estadio presentan una forma ligcramentc diferente al anterior. 
y. debido a que el proceso de morfogénesis no es sincrónico en cada estadio. en los 
disgregados encontramos una mezcla de células de Müller cuyas formas presentan un grado 
variable de comple.jidad. Por ésto cada célula fue estudiada y medida por separado. Para ello 
fotografiamos células dc preparaciones 
fijadas con EFA de los estadios Il3. lil5. 
El7 y El9 con el objetivo de 40x. Los 
negativos se proyectaron en la ampliadora a 
un aumento de X. 1 x sobre una ho.ja de papel 
blanco, en la cual SC dibujó cuidadosamente 
el contorno de la célula, poniendo especial 
cuidado en las prolongaciones más finas 
(figmra 4.10). Como sea que las células 
embrionarias pueden tambien modelizarse 
como compuestas por cilindros y troncos de 
cono, aplicamos las mismas fórmulas 
-. /. 
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matemáticas que para las células adultas. Los dibujos se aumentaron en la fotocopiadora 3.95
veces, por Ip que el aumento total de las células, teniendo en cuenta el aumento del
microscopio, fue de 6387x. Sobre las ampliaciones se tomaron medidas de los diámetros
promedios de las prolongaciones y de las longitudes de las mismas. Las prolongaciones del
mismo grosor aproximado se agruparon y se midieron conjuntamente. De este modo,
obtuvimos los datos para aplicar la ecuación, como hemos visto para las células adultas.
4.3.2 Valores de la superficie de la célula entre E13 y el adulto
Por lo laborioso del proceso de cálculo de la superficie no hemos realizado un estudio
estadístico, sino que en cada estadío hemos medido la superficie de 3 ó 4 células
características del mismo. En la figura 4. 11 mostramos, a la misma escala, una de las células
medidas representativa de cada estadio, aquélla cuya área se acerca más al valor medio del




Dibujo de células representativas del estadio indicado, cuya superficie es la más cercana al
valor medio de la superficie de las células medidas en cada estadio. pve: prolongación ventricular; s:





En la tabla mostramos el área de todas las células medidas y el valor medio del área
que resulta en cada estadio de desarrollo. Estos resultados indican que la célula incrementa
su superficie más de 10 veces desde que presenta forma bipolar sencilla hasta que adquiere

































En la modelización de la célula distinguimos claramente dos porciones; por un lado
la prolongación o prolongaciones vitreas, muy finas en todos los estadios, y por otro el resto
de la célula, es decir, la prolongación ventricular y el soma, con un mayor grosor, Hemos
analizado cómo contribuye cada una de las dos porciones al incremento total de la superficie
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celular. En la tabla 4.3 vemos cómo va variando la superficie de cada porción de la célula,
así como la contribución de cada porción al área total.
Tabla 4.3
A,.,: área media (en ¡un2) de la prolongación ventricular más el soma; fl,.,: factor de incremento del
área media de la prolongación ventricular entre estadios; AN e N,.,~ son los parámetros anteriores calculados
para laprolongación vitrea; %,.,,~ y %,.,~: porcentaje del área total dela célula que corresponde alaprolongacián
ventricular y a la vitrea respectivamente.
—
ESTADIO DE
DESARROLLO ~ A,.~< FI~ A,.~ FI~ ~
13 142.7 - 68.5 - 67.6 32.4
15 167.2 1.17 233.5 3.41 41.7 58.3
17 259.5 1.55 309.9 1.33 45.6 54.4
19 513.1 1.98 748.1 2.41 40.6 59.4
ADULTO 659.6 1.28 2288.9 3.06 22.4 77.6
La superficie de la porción ventricular crece moderadamente respecto a la vitrea en
todo el período de desarrollo estudiado, pues mientras aquélla incrementa su superficie 4.6
veces ésta la incrementa 33.4 veces. En E13 el 68% de la superficie celular corresponde a
la porción ventricular, mientras que el 32 % corresponde a la vitrea. Esto se corresponde con
la diferencia de grosor de ambas porciones, ya que la porción vítrea está formada por una
prolongación poco ramificada, más fina que la prolongación ventricular y el soma. En E15
la porción vítrea contribuye más que la ventricular al área total (58% frente a 42%), debido
a que el incremento en superficie que experimenta esta porción (3.4 veces) es mayor que el
que experimenta la porción ventricular (1.2 veces). Entre EIS y E17 y entre E17 y E19, el
incremento en superficie es similar para ambas porciones, por lo que la contribución relativa
de cada porción al área total de la célula se mantiene en valores aproximados durante estos
estadios. En el adulto la porción vítrea contribuye en un 78% a la superficie total, mientras
que la ventricular sólo lo hace en un 22%. Es debido a que mientras la prolongación
ventricular apenas incrementa su superficie desde E19 (1.3 de incremento), la porción vitrea
la triplica. Nuestros resultados indican que, en total, el incremento en superficie de la porción
vítrea entre E13 y adulto es 7.2 veces superior al de la ventricular. Así, mientras la superficie
de las prolongaciones vítreas crece de una forma muy rápida, debido a la elongación y,
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fundamentalmente, al aumento en el número de prolongaciones de la cabellera, eFresto de
la célula tiene u.u ritmo de crecimiento en superfie más moderado, resultado de la elongación
y el engrosamiento de la prolongación ventricular y el soma.
Los resultados de la tabla 4.3 se
presentan en la figura 4.12, en la cual se
-o.
aprecia de fauna gráfica la distinta - ¡
dinámica de crecimiento en superficie de
2500.
las dos porciones de la célula
consideradas, así como el crecimiento 2000.
Ares debpmlongación





Hemos desarrollado un método
geométrico para calcular la superficie de FI ¡
las células de Miller disociadas y Aiea de la pmlongach5n
extendidas en partas. Mediante este ~“ E’5 Efl
Estadio de desarrollo
método hemos calculado la superficie de
membrana de estas células desde E13 Figura 4.12
hasta el adulto. En este período la célula Representación gráfica del crecimiento’ del ára de la
incrementa su superficie de membrana pmlwi~ón ventricular (barras en negm) y de la
vItz~a (barzas sombreadas> de la célula de Miller
más de 10 veces. Aunque el área de la respecto al estadio de desarrollo. La altuxa total de
prolongación ventricular experimenta un el dita media ¡>ara cada estadio.
incremento considerable (aumenta más de
4 veces), el mayor incremento es debido a la prolongación vítrea, cuya superficie incrementa
en más de 30 veces, debido fundamentalmente a la formación de las múltiples prolongaciones
de la cabellera. El porcentaje de superficie de la prolongación vítrea con respecto a la
superficie total de la célula aumenta desdq el 30% en E13 hasta más del 75% en el adulto.
Por lo tanto, el crecimiento en superficie de la célula de Múfler tiene lugar a expensas,
fundamentalmente, de la parte vítrea de la célula.
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4.4 EXPRESION DE MOLECULAS DEL CITOESQUELETO DE LAS CELULAS DE
MULLER
4.4.1 Desarrollo de un método de inmunocitoquhniea para el estudio del citoesqueleto
de las células disgregadas
El primer problema que tuvimos que resolver fue de fijación celular. Se trataba de
encontrar un fijador que preservase la adhesión de las células a una matriz extracelular, así
como las formas de las células disgregadas. La mayoría de protocolos de fijación para
inmunocitoquimica disponibles en la literatura se han desarrollado para células cultivadas, las
cuales están fuertemente adheridas a una matriz extracelular y, por lo tanto, dificilmente se
pierden durante el proceso. Las células disociadas y extendidas sobre una matriz aplicada a
un porta se adhieren lábilmente a la matriz. Nosotros teníamos que encontrar un fijador que
reumera los siguientes requisitos:
-Adhesión firme de las células a una matriz.
2.-Conservación de la morfología de las células.
3.-Preservación adecuada de los antígenos reconocidos por los anticuerpos elegidos
para nuestro estudio.
Tuvimos que realizar numerosos ensayos antes de encontrar los fijadores que
necesitábamos. Los primeros experimentos los hicimos fijando con etanol-ácido acético 3:1
(EA) y con EFA, porque eran los fijadores que más habíamos empleado para fijar extensiones
de células sobre portas, y además habíamos encontrado que proporcionan el máximo de
adhesión de las células al porta y de preservación morfológica de l~s mismas.
Desafortunadamente, resultaron inadecuados para preservar los antígenos que reconocen
nuestros monoclonales. A continuación ensayamos el PFA al 4%, sin duda el fijador más
empleado para inmunotinciones. Sin embargo, este fijador no adhería las células disgregadas
a los portas sobre los que aplicamos gelatina o laminina o poli-L-lisina (las matrices más
usadas). Conseguimos la adhesión centrifugando las células sobre cubreobjetos gelatinados,
con la metodología indicada en el apartado de material y métodos (apartado 3.2.2). En estas
condiciones el PEA fija las células conservando la morfología aceptablemente (aunque no de
manera óptima como lo hacen el EA o el EFA) y el monoclonal 3CB2 marca intensamente
el antígeno. Sin embargo, con este fijador no funcionaba ni el anti B-actina ni el anti a-
tubulina. Así pues, buscamos otros fijadores que fueran idóneos para el marcaje con estos
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anticuerpos y preferiblemente también para el monoclonal 3CB2, con el fm de poder realizar
dobles innaunotinciones con todos ellos. En la siguiente tabla (tabla 4.4) resumimos los
fijadores empleados y los resultados obtenidos.
Tabla 4.4
?RESERVACION MORFOLOGICA: .- muy mala; - mala; + buena; + + muy buena. ¡





3CB2 ANTI 13-ACT ANTI a-TUB
EFA ++ ¡ - -
EA +
PFA + + - -
ZAMBONIS + + - -
PFAY
GLUTARALDEHIDO







El EFA y el EA se usaron ambos entre 15 y 60 minutos a temperatura ambiente, con
iguales resultados a cualquier tiempo. El PFA al 4% se ensayó en PBS y en PB 0. lM, a PH
7.2-7.4, con y sin adición de Triton 5<-lOO, a 40C durante 15 minutos ó a 370C durante 10
minutos, obteniendo siempre resultados muy similares en todos los casos. Tambiéú se ensayó
el PFA al 4% en PB 0.1 M suplementado con sacarosa hasta 300 mM. En este caso, la
preservación de las células fue mucho peor, en contra de lo esperado. El fijador de Zambonis
contiene un 15% de solución acuosa saturada de ácido pícrico en PFA al 2% en PB 0.lM.
Se empleó a 40C durante 15 minutos. Los resultados fueron muy similares a los obtenidos
con PFA al 4% solo. El fijador adecuado para anti 13-actina y anti a-tubulina resultó ser una
mezcla de glutaraldehido al 0.2% y PFA al 3%. El PFA se usó siempre al 3%, pero el
glutaraldehido se ensayó al 2, 0.2, 0.1 y 0.05%. Los mejores resultados para a-tubulina y
¡3-actina se consiguieron con 0.2% de glutaraldebido, a 370C durante 10 minuios ó a 40C
durante 15 minutos. El 3CB2 no funcionó con ninguna concentración de glutaraldebido. La
fijación con metanol y acetona se hizo a -200C, sumergiendo los cubres con la~ células 10
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minutos en metanol y 1 minuto en acetona. La mayoría de las células se pierden en el proceso
de fijación. También ensayamos etanol en tampón glicina a pH 2.2 durante 20 minutos, tanto
a -200C como a 40C. La preservación morfológica, aunque mala, resultó ser ligeramente
mejor a -200C.
En conclusión, PFA al 4% es el fijador más adecuado para marcar 3CB2, mientras
que una mezcla de PFA al 3% y glutaraldehido al 0.2% es el fijador idóneo para marcar a-
tubulina y 8-actina.
4.4.2 Expresión de 3CB2
Ya conocíamos por el trabajo de Prada, F. y col. (1995) que 3CB2 se expresa en el
tubo neural del pollo y se detecta en retina desde el inicio de la formación de la copa óptica.
En E3 todo el neuroepitelio de la retina aparenta estar marcado en secciones, mientras que
en ES el marcaje queda supuestamente restringido a las células de Múller en retina central.
En este trabajo hemos estudiado la expresión de la molécula reconocida por 3CB2 en la célula
de Múller a lo largo del desarrollo y en animales adultos, prestando especial atención a su
distribución intracelular. Comenzamos nuestro estudio en E6, a pesar de que en éste estadio
las células son dificiles de disgregar, porque algunas células de Múller ya han abandonado
el ciclo celular (Prada, C. y col., 1991) y esperábamos identificarlas con el marcador. En este
estadio prácticamente todas las células, tanto las completamente disgregadas como las
integrantes de tejido semidisgregado, están marcadas (figura 4.13 A, B). Las células marcadas
son apolares, monopolares o bipolares (figura 4.13 A, B, C). Estas células sonprácticamente
todas células neuroepiteliales en ciclo, dado que el número de neuroblastos y glioblastos que
han dejado el ciclo en este estadio es muy pequeño. Hemos observado que algunas células
monopolares con la prolongación muy larga y fina (no mostradas), que identificamos como
neuroblastos de ganglionares, expresan transitoriamente el antígeno (resultados no
publicados). Hemos observado también que el patrón de distribución de la molécula en las
células neuroepiteliales varia según la morfología celular. Las células bipolares suelen
presentar marcaje en ambas prolongaciones, aunque a veces éstas no tienen la misma
intensidad (figura 4.13, flechas en A y B y figura 4.13 C). En el soma el marcaje es tenue,
casi inexistente, excepto en cienos filamentos que bordean el núcleo en algunas células (figura
4.13, flecha fina en C). En las células monopolares la prolongación aparece marcada, pero




contraste de fases de w1 ampo dc cklulas semi&sprepadas; B: 
~nmun~~fluoresccncia mosuando todas las ckh~las marcadas con X732. Ins flechas sïiialan rip~cas 
cClulas neuroepiteliaks bipolares: sm prolonpaciones vitreas temnnan en un cuno de crccimienro. 
Las cnhrzas de lleeha qmntan a c<‘lular ~no~qwlarc\. con el n,arcqe acmulado en el polo del 
sorna »puesw al de sahda de la prolonpac~irn; C: c&la hqmlar mostrando füamwrn 
inrnunomactivos (flecha fina) en el soma (s). proltrnpación vcnbicular (ve) y porci6n de la 
prolw&+ciOn vltrca (vi) ~tis próxima al xxna; D: célula bipolar wn la forma de los @i«hlastos de 
Müllcr mk ~(ivencs observados en pnqmwmnes de Gol@. La prolongac16n vitrea tcmCna cn un 
en~rosannento (cabeza dc flecha); E: célula bipolar con ambas pn>l»n~acionzs inlcnsamente 
marcadas. cuya forma w>rresp>ndc a la de una cklula cn fase G, del ciclo celular, en hw al prowr 
de ambas pmlon@ones y al con« de crecnniento (cabeza de flecha) tm el que tennnlil la 
prol«n@ciún vírrca, aunque cak otra iterprc:lación (vCase texto). Aumnaos: A, B y D: 650x; C 
y E: 1625x. 
de la prolongación (figura 4.13, cabeza de flecha en A y B). Por lo tanto, la distribución de 
3CB2 no es homogénea en la célula neurotpitelial. El procesamiento en paralelo de células 
de E6 con células de estadios subsiguientes muestra que la inmunorreactividad es menos 
intensa en E6 que en estadios posteriores. 
En E8 el número de cklulas marcadas es claramente menor que en E6. habiendo una 
considerable proporción de células no marcadas. Muchas de las células marcadas tienen 
formas bipolares simples (figura 4.13 D) que interpretamos como los glioblastos más j6venes 
de células de Millíer, dado que 3CB2 queda restringido a estas células, como mostraremos
más adelante. Estas células tienen una prolongación vítrea más fma y larga que la ventricular
y termina en un ensanchamiento que se corresponde con el pie vítreo observado en
preparaciones de Golgi. Sin embargo, algunas de las células bipolares marcadas pueden ser
células neuroepiteliales en ciclo, puesto que en este estadio todavía hay proliferación celular,
o bien células que han abandonado el ciclo y están determinadas a ser células de Múller
(figura 4.13 E). En este estadio y hasta EIO también aparecen marcados axones de células
ganglionares, los cuales se observan en pedazos semidisgregados de retina formando haces
de fibras que se orientan en paralelo. También son inmunopositivos sus conos de crecimiento
(no mostrados). Llama la atención que el sprouting generalizado que se observa claramente
por contraste de fases en los glioblastos de E8 in vivo no aparece marcado con 3CB2.
A partir de EIO y hasta el adulto sólo aparecen marcadas las células de Múller. La
única excepción la constituyen las células horizontales, cuyos terminales axónicos se marcan
a partir de E14. En la figura 4.14 mostramos en contraste de fases (A) e inmunofluorescencia
(B) el mismo campo de células semidisgregadas de retina de El 2, en el que puede observarse
que la proporción de células marcadas por 3CB2 es mucho menor que la de no márcadas. En
la figura B se pueden contar como mucho 16 células marcadas, mientras que no es necesario
contar en A para concluir que el número de células totales es bastante mayor. En B se
observa que casi todas las células marcadas tienen forma bipolar, y tres de ellas (a, b, c),
tienen claramente formas de glioblastos en fase 2 de diferenciación; es decir, con el extremo
distal de la prolongación vitrea ramificado a partir del típico ensanchamiento triangular
observado en las preparaciones de Golgi. Las células bipolares simples (algunas de ellas con
porciones fuera de foco) son en su mayoría glioblastos jóvenes. Sólo alguna de ellas podría
aún estar en ciclo, dado que en E12 queda sólo una pequeñísima fracción de células que
incorporan timidina tritiada (Prada, C. y col., 1991). También se observan, aunque en
pequeño número, células apolares y monopolares (cabezas de flecha) intensamente teñidas.
Las interpretamos más bien como glioblastos de Múller que han perdido su prolongación por
el proceso mecánico que como células en ciclo, en base a que es muy probable que en este
estadio el número de células inevitablemente dañadas por el proceso mecánico de disociación
supere al reducido número de células en ciclo.
Las figuras 4.14 y 4.15 muestran que el monoclonal 3CB2 marca el citoplasma de la




En la figura 4.15 B-D mostramos células en fase 2 de diferenciación del estadio E12
que indican que la primera prolongación lateral que emite la célula a nivel de CCG o CFNO
está marcada con 3CB2. A menudo estas prolongaciones terminan en pequeños abultamientos,
similares a conos de crecimiento, indicativos de que crecen por algún mecanismo que
involucra a estas estructuras. La figura 4.15 E-G indica claramente que no sólo la primera
prolongación, sino también otras que salen de la porción distal de la prolongación vítrea más
proximales al soma, también se marcan con 3CB2 y crecen mediante conos de crecimiento
(figura 4.15, cabeza de flecha en G). Las ilustraciones B-G muestran, por lo tanto, que las
ramificaciones formadas en la porción distal de la prolongación vitrea en la fase 2 de
diferenciación ya contienen 3CB2 desde que comienzan a emitirse. Las ilustraciones H e 1
muestran que las prolongaciones que emite la célula en la zona de la prolongación vítrea más
cercana al soma también están marcadas, hecho que ilustramos más ampliamente en la figura
4.16 AdJ. Aunque en el ápice de alguna de estas prolongaciones se puede observar un ligero
engrosamiento, la mayoría de ellas suelen acabar filiformes, sin ninguna estructura que se
asemeje a conos de crecimiento. Es frecuente encontrar que la zona de la que parten estas
prolongaciones es ancha y de aspecto lameliforme.
En las inmunofluorescencias de pedazos de retina semidisgregados de estadios
posteriores a El 2 se comprueba que 3CB2 marca sólo células de Múller. La mayoría de
células que aparecen en las disociaciones de retinas de El 7 (figura 4.16 A-G) tienen la
morfología característica de las células en la fase 3 de diferenciación. En estas células la
distribución de la molécula marcada por 3CB2 es la misma que en estadios anteriores. En las
ilustraciones A y B de esta figura se muestra un grupo de células en fase 3 cuyo marcaje es
especialmente llamativo en los pies terminales vítreos y, en general, en la parte distal de la
prolongación vitrea. La imagen en A se correlaciona estrechamente con el marcaje en
secciones (Prada, F. y col., 1995), en las cuales la intensidad de marcaje de la célula es
mayor en la CCG y CFNO que en el resto de las capas de la retina. Algunas de las
prolongaciones de la parte dista! de la prolongación vitrea no llegan a la MILI y terminan en
estructuras similares a conos de crecimiento (figura 4. 1 6, cabeza de flecha en A, B). Las
ilustraciones C-G muestran células en fase 3, en las cuales se observa que las prolongaciones
que se originan en el poío vítreo del soma de la célula (flecha en C, D, E), o en la porción
de la prolongación vitrea proximal al soma (flecha en F) contienen 3CB2 desde el inicio de
su formación, y son mayoritariamente filiformes, dando una imagen muy diferente a la de
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las prolongaciones que crecen en la porción dista1 de la prolongación vrtrea. 
También se observa marcaje con 3CB2 en la estructura en “T” de la porción dista1 de 
la prolongación ventricular de las células en fase 3 (no mostrado), asi como en la 
prolongación accesoria que se observa en algunas células (tigura 4.16, flecha abierta en G). 
la cual se origina en la prolongación ventricular 
La disgregación de retinas de 
El9 proporciona una mezcla de 
células en fase 3 avanzada y de 
cclulas con formas adultas. El estudio 
de las formas en fase 3 en este estadio 
(tigura 4.16 H-J) corrobora las 
observaciones en estadios anteriores. 
3CB2 marca las prolongaciones en 
crecimiento que se originan en el polo 
vitreo del soma o en la porción 
proxrmal a él de la prolongación 
vitrea. así como el extremo 
ventricular. e incluso prolongaciones 
Figura 4.17 
que parten de la MLE hacia la CPE 
(4.15. flecha fina en J). En este 
estadio el marcaje de 3CB2 se observa 
fornrando una trama de filamentos 
dispuestos longitudinalmente por toda 
la prolongación ventricular. el soma, 
las prolongaciones lameliformes de la 
porcion proximal al soma de la 
prolongación vítrea, de las que se 
originan prolongaciones de la cabellera (figura 4.16. cabeza de flecha en J). y en pequeños 
engrosamientos de las prolongaciones de la cabellera (no mostrado) 
En las células adultas 3CB2 marca el soma (con excepción del núcleo) y todas las 
prolongaclones de la célula. incluidas las ramificaciones de la prolongación ventricular (figura 
-l. I7), con la excepción de los micro~illi del extremo ventricular de la célula 
4.4.3 Expresion de ol-tubulina y B-actina 
La mayoría de preparaciones que hemos utilizado para el estudio de la expresión de 
a-tubulina y 8-actina han sido dobles marcajes, pues nos interesaba la colocalización de 
ambas moléculas. 
En los primeros estadios, en E6 y EX, se observa un marcaje débil y generalizado en 
todo el neuroepitelio. que hace difícil identificar con certeza los glioblastos jóvenes. A partir 
de El0 ya se distinguen claramente células en fase 2 (figura 4. IX). en las cuales el marcaje 
con anti oc-tubulina presenta a la célula con un grosor menor que el marca.ie con anti O-actina. 
Figura 4.18 
La superposición de las imágenes obtenidas con ambos marcadores indica que la wtubulina 
forma un esqueleto interno en las prolongaciones de la célula. mientras que la l3-actina se 
distribuye por fuera de ese esqueleto. La figura 4. IX A muestra que la prolongación vítrea 
no está completamente marcada con wtubulina, ya que algunas de las espiculas que bordean 
esta prolongación no se marcan. y en las zonas en las que hay engrosamlentos, sobre todo 
XY 
en la parte más distal, la a-tubulina penetra en ellas formando haces longitudinales, pero no
las rellena (figura 4.18, flechas). La B-actina, sin embargo, está en todas las espiculas que
podemos observar en contraste de fases y además revela algunas que por su pequeño grosor
son dificilmente observables en contraste de fases. Ambas moléculas marcan con intensidad
similar en estos estadios jóvenes.
El doble marcaje de células en fase 3 indica que la a-tubulina forma también una
especie de esqueleto interno en algunas de las prolongaciones en fase de crecimiento que se
originan en la porción proximal de la prolongación vítrea, mientras que la 13-actina se
distribuye por fuera de este esqueleto y distalmente (figura 4.19 A, B). La a-tubulina forma
en estas prolongaciones haces longitudinales, al igual que hemos visto que ocurre en las
prolongaciones que se originan de la porción distal de la prolongación vítrea (compárese la
figura 4.19 A2 con la 4. 18 BI). Esta molécula no se visualiza en las zonas lameliformes o
velamentosas (figura 4.19, flechas en A y B) que hay entre las numerosas prolongaciones en
crecimiento; sin embargo, la 13-actina sí se encuentra en ellas. Ninguna de las dos moléculas
se visualiza en la prolongación vítrea primitiva fuera de la zona proximal al soma (figura 4.19
B) ni en las prolongaciones defmitivas de la cabellera vítrea (4.20 A). Sin embargo, ambas
moléculas están distribuidas por la prolongación ventricular de las células en fase 3, aunque
de manera diferente: mientras la a-tubulina rellena toda la prolongación ventricular con cierta
intensidad, la ¡3-actina sólo marca significativamente el extremo distal de esta prolongación
(figura 4.19 C y 4.20).
En las células más diferenciadas de E19, y en adulto, ambas moléculas están
distribuidas por la prolongación ventricular de las células en fase 3, pero mientras la a-
tubulina rellena toda la prolongación ventricular como ocurría en E17, la 13-actina sólo marca
significativamente el inicrovilil del extremo distal de esta prolongación (figura 4.20, cabeza
de flecha en B y C). La a-tubulina también se observa formando filamentos en torno al soma
y en las prolongaciones vítreas más gruesas, entre el soma y el punto de emisión de la
cabellera. La observación de la porción distal de la prolongación ventricular de células de
animales adultos, por contraste de fases y marcadas con anti a-tubulina, indica que la
ramificación observada en esta región de la célula por contraste de fases podría no ser tal, ya
que la molécula aparece distribuida por los espacios que aparentemente se encuentran entre
las prolongaciones. Esto nos indica que estas prolongaciones deben de estar comunicadas
entre sí por laminaciones, al menos parcialmente, de modo que formarían un sistema de
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cavidades en la zona de la CNE.
4.4.4 Resumen
Hemos estudiado por inmunocitoquimica la expresión de tres moléculas de
citoesqueleto, 3CB2, a-tubulina y ¡3-actina, en la célula de Míllíer en diferenciación y adulta.
La expresión de 3CB2 es muy intensa durante todo el período de diferenciación de la célula,
ya desde su inicio en el estadio ES, y en el adulto. La expresión de a-tubulina y 13-actina, sin
embargo, es débil comparativamente a lo largo de todo el desarrollo. Estas m¿léculas se
distribuyen por la célula de diferente manera. Durante todo el período de diferericiación de
la célula 3CB2 la rellena por completo, incluyendo todas las prolongaciones en formación y
sus conos de crecimiento. La a-tubulina forma en las fases 1 y 2 un esqueleto interno en
todas las prolongaciones de la célula, excepto en las prolongaciones transitorias cortas y finas
(sprouting) que surgen de la prolongación vítrea primitiva y en los conos de crecimiento. La
¡3-actina, en cambio, está distribuida por fuera de la a-tubulina en toda la célula, incluyendo
el sprouting y los conos de crecimiento. En la fase 3 de diferenciación la a-tubulina está
distribuida por la prolongación ventricular, soma y porción proximal de las prolongaciones
en crecimiento que surgen del poío vítreo del soma o de la porción proximal al soma de la
prolongación vitrea primitiva. En cambio, no se encuentra en las porciones velanientosas de
las que surgen también prolongaciones. Es notoria la mayor concentración de a-tubulina en
la prolongación ventricular que en el resto de zonas por las que se distribuye. La ¡3-actina
presenta una expresión muy débil si comparamos con 3CB2 y a-tubulina. Se distribuye por
las mismas zonas que a-tubulina, concentrándose más en la porción distal de la prólongación
ventricular. Además, marca las porciones velamentosas de la región de laprolongación vítrea
proximal al soma, así como la mayor parte de las prolongaciones en crecimiento que parten
de esta zona. En adulto, la a-tubulina está en toda la prolongación ventricular, excepto el
microvillí, así como en el soma y las prolongaciones más gruesas de la prolongación vítrea,
























5.1 METODO DE DISOCIACION CELULAR
Para el estudio de la morfogénesis de un tipo celular en concreto es muy importante
el número de células que se puede estudiar, puesto que la morfogénesis es un proceso que se
caracteriza por el cambio constante de la forma desde que las células abandonan el ciclo
celular hasta que adquieren la forma adulta. Por ésto nos pareció que la puesta a punto de una
técnica de disociación que fuese eficaz disgregando neuronas y gua del SNC embrionario y
adulto, preservando las formas que presentan in sitie, seña de gran utilidad para el estudio de
los distintos tipos de células del Sistema Nervioso y su morfogénesis. El método que hemos
desarrollado para disgregar eficazmente las células de Miller adultas y embrionarias es una
variación del utilizado por Prada, C. y col. (1991) para disgregar células de la reúna del
pollo fácilmente reconocibles por su morfología, y permite la observación de mucho mayor
número de células que los métodos hasta ahora utilizados para el estudio de la forma celular.
El aislamiento de células del Sistema Nervioso, sobre todo de neuronas, sin alteración
de la morfología que presentan iii sitie, ha sido un objetivo permanente para los
neurocientíficos. Sin embargo, los métodos convencionales de disociación, tanto mecánicos
como químicos o enzimáticos, pueden ser muy traumáticos (Waymouth, 1974). Estos métodos
han sido utilizados principalmente como fuente de células aisladas para su posterior cultivo.
Las células embrionarias que se aislan por los métodos convencionales son redondeadas y sin
prolongaciones, aunque conservan, al menos parcialmente, la capacidad de dividirse, crecer
y diferenciarse en la placa de cultivo (Freshney, 1987; Banker y Goslin, 1991). Estas células
no sólo no son adecuadas para estudiar la morfogénesis, sino que han de ser identificadas una
vez en cultivo por medios inmunocitoquimicos. Así, Murphy y Pearce (1987), explican que
“in vitro, el término astrocito es sinónimo de una célula del Sistema Nervioso Central que se
marca con anticuemos contra la proteína fibrilar ácida glial”. Otros métodos de disociación
se usan para conseguir células susceptibles de ser registradas electrofisiológicamente <entre
muchos otros: Kay y Wong, 1986; Kaneda y col., 1988; Turner y col., 1995; en retina:
Lam, 1972; Bader y col., 1979; Tachibana, 1981).
Aunque la mayor parte de las técnicas de disociación publicadas están dirigidas al
aislamiento de neuronas, también se hanpublicado diversos procedimientos para aislar células
de gUa ~Boohery Sesenbrenner, 1972; McCarthy y De Vellis, 1980; Hatten, 1981; Meller,
1987; Baorto y col., 1992, entre muchos otros), y más concretamente células de Miller de
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diversos vertebrados. Algunos de estos métodos se han utilizado para obtener células de
Múller para su cultivo (Moscona, 1961; Burke y Foster, 1984; Li y Sheffield, 1984; Sartby,
1985; Drazba y Leminon, 1990; 1-Iicks y Courtois, 1990), para registro electrofisiológico
(Reichenbach y Birkennxeyer, 1984 en conejo; Newman, 1985a en salamandra; Malchow y
col., 1989 en raya, entre los métodos más empleados), para estudios bioquímicos (Sarthy y
Lam, 1978 en tortuga; Trachtenberg y Packey, 1983 en conejo; Poitry-Yamate y
Tsacopoulus, 1992 en cobaya) y para estudios sobre su morfología y/o ultraestructura (Sarthy
y Bunt, 1 982 en tortuga; Reicbenbach y Birketmieyer, 1 984 y Harstad y Ringvold, 1985 en
conejo). Los métodos empleados para cultivo, en general utilizan como enzima lítica la
tripsina y obtienen células con una mala preservación morfológica, aunque viables. La
mayoría de los otros métodos citados usan la papaína, a veces en combinación con colagenasa
y hialuronidasa, y son los que consiguen células con la mejor preservación morfológica,
aunque el grado de preservación dista mucho del conseguido por nuestro método, a juzgar
por los resultados y las ilustraciones de los artículos publicados. Harstad y Ringvold (1985)
realizaron un estudio en el que compararon la preservación morfológica de células de Múller
disgregadas de reúna de conejo mediante tripsina y papaína. Concluyeron que la preservación
es mejor usando papaína, tanto a nivel de microscopia óptica como electrónica. Todos los
métodos basados en la utilización de papaína para aislar células de Miller son modificaciones
más o menos complejas del método establecido por Lam (1972) para aislar fotorreceptores
de tortuga, o del de Bader y col. (1979), desarrollado para aislar fotorreceptores de
salamandra. Uno de los métodos que hemos citado, el de Reicbenbach y Birkenmeyer (1984),
ha sido utilizado para estudiar la morfología adulta de las células de Miller (Reicbenbacb y
col., 1985, 1988b, 1989; Reichenbach y Wohlrab, 1986; Reichenbach, 1987), su
morfogénesis postnatal (Reichenbach y Reichelt, 1986) y determinados aspectos de la
fisiología de su membrana (Reichenbach y col., 1985; Reichenbach y Eberhardt, 1986; Nilius
y Reichenbach, 1988; Chao y col., 1993; Chao y col., 1994). Este grupo ha obtenido, a
nuestro juicio, las células de Miller morfológicamente mejor preservadas de las que se
encuentran en las ilustraciones de la literatura. Presentan, además, evidencias de que la
ultraestructura de la célula también está bien preservada (Reichenbach y col., 1988b, 1990),
aunque observan una ligera pérdida de forma en el pie de anclaje al vitreo. Es dificil
comparar los resultados obtenidos con nuestro método en retina de poíío con los obtenidos
por el método de Reichenbach y Birkenineyer (1984) en retina de conejo, dado que se trata
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de proteasas y especies distintas y que la morfología de la célula de Múller del poiio es
mucho más compleja que la de conejo. Sin embargo, es un hecho objetivo que la variedad
de formas embrionarias y adultas de células de Mtiller que hemos obtenido en este trabajo,
así como la de otros tipos celulares de las retinas de pollo y rata obtenidas en otros trabajos
realizados por mis colegas de laboratorio (Prada, C. y col.,1991; López-López, 1991;
Morón, 1992) es muy superior a la obtenida por Reichenbach y Birkennxeyer (1984) y
Reichenbach y Reichelt (1986) en retina de conejo. Además, tomando como referencia el
rnicrovill¡ (prolongaciones fmísimas) que presenta la célula adulta en su extremo ventricular
tanto en polio (Prada, F. y col., 1989b) como en conejo (Reichenbach y col., 1989), éste
sólo queda bien conservado en las células disgregadas por nuestro método. Sarthy y Lam
(1978) y Sarthy y Bunt (1982) extrajeron, utilizando también papaína, células de Miller de
la retina adulta de tortuga, las cuales son más complejas que las de mamíferos aunque menos
que las de las aves (Ramón y Cajal, 1892). Nos es dificil nuevamente comparar la
preservación de estas células con las obtenidas por nuestro método, ya que en esos trabajos
se presenta una sola fotografia de microscopia óptica y otra de microscopia electrónica de
barrido, respectivamente. No hay descritos métodos de disociación de retina de poíío que
extraigan células de Miller embrionarias o adultas preservando su morfología, con las que
poder comparar nuestros resultados. Los métodos actualmente usados para cultivos no liberan
células morfológicamente reconocibles, y es tras el cultivo y la eliminación de las neuronas
cuando se identifican las células de Miller por medio de marcadores (Li y Sheffield, 1984),
ya que estas células cultivadas forman una monocapa de células aplanadas que en nada
recuerdan por su morfología a las células de Miller. Por lo tanto, nuestro método es el
primero que presenta utilidad para el estudio de la diferenciación, estructura y función de una
de las células estructuralmente más complejas del SNC.
Dos ventajas importantes de nuestro método respecto a los publicados son la sencillez
y la rapidez con la que se obtienen las células. No hay un método de disociación estándar
sencillo que permita disociar las células del SNC, aunque la mayoría de los métodos incluyen
los mismos procesos básicos, como la trituración mecánica del tejido y la incubación con
proteasa y/o otras enzimas líticas, usadas en todo tipo de medios. Generalmente, el tejido
pasa por medios diferentes antes de concluir la disociación y son muchas las variables,
incluyendo la osmolaridad, el pH, el tiempo de incubación, la temperatura y quizás la
presencia de nutrientes como la glucosa, que pueden modificar el resultado de la disociación
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(Waymouth, 1974, 1982; Bashor, 1979; Kay y Wong, 1986; Freshney, 1987; Kaneda y col.,
1988; Banker y Goslin, 1991). En el método de Reichenbach y Birkenineyer (1984) para
obtener la célula de Múller del conejo se emplean cuatro soluciones distintas (tabla 5. 1). Una
solución A se emplea para el aislamiento de la retina bajo luz roja. Después la retina se
transfiere a una solución B, que contiene papaína. Esta solución se retira y se añade una
solución C, en la cual se procede a realizar la disociación mecánica. Tras 5 minutos en los
que se deja sedimentar el tejido, se guarda el sobrenadante y se repite el proceso de
disociación para el tejido no disociado. Los dos últimos sobrenadantes son referidos por los
Tabla 5.1
Soluciones empleadas en el método de




A B ~ ~
Nr (mM/l) 150 150 150 150
K(mM/l) 2 2 2 2
Ca~ (n.M/1> - - 2 2
Mg2 (mI%4/l) 1 1 1 1
Ci (mI’.4/I) 126 126 132 132
S042 (mM/l) ¡ ¡ 1 1
HCO; (mM/l) - - 24 24
H
2PO¿ (mM/l) 2.2 2.2 - -
H1PO4
2~ (mM/l) 11.8 11.8 - -
EDIA (mM/l) - 1 - -
Glucosa (mM/l) 34 34 8.3 8.3
BSA(%) - - -
Plasmadecaballo(%) - - 10 -
Papaína (mg/mi> - 1 - -
autores como los más ricos en células de Miller y por ésto se centrifugan en una solución
D si se desea purificar las células de Miller. Se realizan en total 4 ciclos de disociación, lo
cual, realizando una estimación optimista del tiempo empleado en la disociación, requiere al
menos 4 horas y media desde que el tejido es extraído hasta que se obtienen las células
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purificadas. Un procedimiento más rápido fue descrito por Trachtenberg y Packey (1983),
el cual dura en tomo a 150 minutos, según nuestros cálculos. En cambio, una extracción de
células de Miller usando nuestro método no requiere más de 60 minutos desde que la retina
es extraída, lo cual es una ventaja obvia. Además, aparte de la solución stock de proteasa,
que se prepara en el momento, sólo empleamos soluciones de sacarosa al 6 ó al 10% en agua,
muy sencillas de preparar y que se pueden conservar a 40C durante bastante tiempo.
Una modificación interesante de los métodos de disociación del tejido nervioso que
hemos comentado en este apanado es la desarrollada por Dreher y col. (1992), quienes
disociaron con tripsina (lmg/ml) retinas de varias especies de mamíferos después de fijadas
en PFA al 4%. La morfología de las células obtenidas es comparable a la que presentan las
células recién disgregadas empleando papaína. Nuestro método no es compatible con la
fijación previa. El inconveniente que tienen las células disgregadas tras la fijación es que no
son útiles para estudios iii vivo.
Nuestro método presenta diferencias notables respecto a los anteriormente utilizados
para la disgregación del SNC. La concentración de proteasa que utilizamos (0.035-0.1 mg/mí)
es mucho menor que la empleada en los otros métodos (0.3-2 mg/ml si se emplea papaína
y 1.25-1 Omg/ml si se emplea tripsina; datos extraídos de la bibliografia citada), y varia según
el estadio de desarrollo, el tipo de tejido, el tipo celular que se desea disgregar, y la especie.
Sin embargo, Reichenbach y Birkennieyer (1984) disocian células de retina de conejo desde
PO hasta adulto manteniendo la concentración de proteasa independientemente del estadio de
desarrollo. Asumiendo que las proteasas actúan digiriendo moléculas de la matriz extracelular
para liberar las células (Sarthy y Bunt, 1982), este cambio de concentración dependiente del
estadio de desarrollo podría estar relacionado con cambios cuantitativos yio cualitativos en
la composición de la matriz. La baja concentración de proteasa SF utilizada en todos los
estadios indica que es mucho más activa digiriendo las moléculas de la matriz extracelular
que las otras proteasas.
La diferencia más llamativa entre nuestro método de disociación y los convencionales
está en el medio de incubación. La proteasa SF sólo funciona en una solución de sacarosa
175-300 mM en agua destilada, o en tampón fosfato lmM, o en Hepes 5 mM (resultados
obtenidos en nuestro laboratorio). No funciona con ninguna de las soluciones salinas
tamponadas utilizadas normalmente, lo que nos hace pensar que, o bien la fuerza iónica, o
bien algún o algunos iones en particular, afectan negativamente al funcionamiento de la
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proteasa SF. Mientras que las soluciones empleadas en otros métodos tienen una osmolalidad
que ronda la del plasma, nosotros obtenemos las mejores disociaciones de células adultas con
una osmolalidad de 175 mOsmlKg. Además, el volumen de medio de disociación que
empleamos es relativamente pequeño si comparamos con otros autores (empleamos de 300
a 800 ~¿lpor retina, dependiendo de la edad). Este volumen varia también con el estadio de
desarrollo, lo cual es distinto a lo que ocurre con otros métodos. A este respecto hay que
señalar que Chad y col. (1991) también encuentran que la relación entre la masa del tejido
y el volumen de disociación es importante a la hora de obtener una buena preservación
morfológica de neuronas hipocampales.
Células del SNC disociadas por nuestro método ya han sido utilizadas para estudios
de desarrollo, empleando técnicas de autorradiografía (Prada, C. y col., 1991),
inmunohistoquimica (Prada, F. y col., 1995) y citofotometría (López-López, 1991; Morón,
1992; López-Gallardo, 1995). Además, han sido cultivadas en nuestro laboratorio (López-
Gallardo, resultados preliminares no publicados). La experimentación in vivo, seguida de la
utilización de técnicas como las de electrofisiología, inyección intracelular de moléculas, o
hibridación iii sitie aplicadas a células de Míllíer disgregadas y bien preservadas
estructuralmente ofrece la posibilidad de nuevos abordajes para el estudio de la diferenciación
y función de la célula de Múller.
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5.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS FORMAS CELULARES OBSERVADAS EN
LOS DISGREGADOS Y EN PREPARACIONES DE GOLGI: MORFOGENESIS Y
ESTRUCTURA ADULTA
Nuestro método de disgregación nos ha permitido conocer la variedad de formas de
la porción ventricular de la célula de Múller adulta y distinguir tres fases en el proceso de
morfogénesis de la célula, cuestiones ambas que no habían sido reveladas por las técnicas
disponibles hasta ahora. Sin embargo, no hemos encontrado en nuestras células disgregadas
las laminaciones que se observan con el método de Golgi en la parte de la prolongación vitrea
que atraviesa la CNI. Esto puede ser debido a que en medio líquido estas estructuras
laminares se colapsan o bien pierden su visibilidad. Ciertas discrepancias entre las formas de
células de Múller adultas de conejo observadas in situ en preparaciones de Golgi y con
microscopia electrónica y las observadas en células disgregadas, también han sido encontradas
por Reichenbach y col. (1988b), quienes las explican por las restricciones espaciales que
existen en el tejido intacto y no en el medio de disgregación. Las células disgregadas están
en un medio líquido, sin impedimentos espaciales, por lo que sus prolongaciones pueden
extenderse y observarse de manera diferente.
Una crítica a los estudios de las formas de las células en disgregaciones podría
referirse a la posible pérdida de prolongaciones durante el proceso de disociación. Desde
nuestro punto de vista la utilidad de las células disgregadas por nuestro método no radica en
poder describir exactamente el número de prolongaciones de una célula determinada, sino en
la información que hemos obtenido sobre los cambios globales de la forma de la célula de
Mtiller y la distribución intracelular de moléculas. El gran número de células que se obtienen
en el disgregado de una retina y la comparación de sus formas con las ya conocidas por otros
métodos, nos permite distinguir qué células han perdido un número sustancial de
prolongaciones, cuales no han perdido prolongaciones aparentemente y cuales son formas no
descritas. Es obvio que algunas de las células disociadas que hemos utilizado en nuestro
estudio pueden carecer de alguna prolongación, pero ésto no es relevante para el estudio de
la morfogénesis si la célula conserva la forma global conocida y tiene las características de
una célula sana, es decir, no presenta signos de vacuolización o hinchamiento y posee un
soma refringente (Cooper y Smith, 1992). El hecho de que en las células menos diferenciadas
(fases 1-3) se conserven prolongaciones tan delicadas como son las que forman el sprouting,
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o los filopodios y lamelipodios de los conos de crecimiento y las zonas de la célula con
capacidad para emitir prolongaciones, y que en las células adultas se conserve el microvíllí,
son evidencias de que la proteasa SF actúa a través de la matriz extracelular sin hacer daño
a las células. Pensamos que puede ser mayor el daño causado a las células por el proceso
mecánico que por la digestión enzimática. Esta idea se basa en que al incrementar
voluntariamente la ayuda mecánica en una disgregación realizada con un protocolo
probadamente idóneo para obtener células intactas, el número de células deterioradas aumenta
llamativamente.
El trabajo de Prada, F. y col. (1989b) en retina de pollo, realizado con el método de
Golgi, describe y documenta que el proceso básico de diferenciación de la forma de la célula
de Múller consiste en la formación secuencíal de nuevas prolongaciones. Nuestro estudio
corrobora estos resultados y además añade otros nuevos, que son desde nuestro punto de vista
relevantes para avanzar en el entendimiento de cómo se diferencia esta célula. Hemos
encontrado que en el inicio de su morfogénesis (ES) toda la superficie de la célula tiene
capacidad de emitir prolongaciones transitorias pequeñas y numerosas (sprouting). Esta
capacidad queda restringida secuencialmente a tres porciones de la célula, los extremos distal
y proximal (al soma) de la prolongación vítrea y el extremo distal de la prolongación
ventricular. Además hemos identificado tipos distintos de prolongaciones en base al momento
y al modo en que se emiten. La célula emite primero las prolongaciones del extremo distal
de la prolongación vítrea, en la CCG o en la CFNO. Después continúa formando la cabellera
vítrea a base de prolongaciones que surgen en las proximidades del soma, en la CNI. En
último lugar forma las prolongaciones del extremo distal de la prolongación ventricular, las
cuales se extienden en la CNE. Es evidente que cada una de estas prolongaciones se emite
en determinadas capas de la retina y no en otras. Por lo tanto, estos resultados indican que
la restricción de la capacidad de emisión de prolongaciones definitivas podría deberse a la
interacción de la célula de Múller con células (probablemente sólo con determinadas) de las
diferentes capas de la retina. La interacción de las células de glía radial con el medio
ambiente como determinante de la citotopografia de la célula adulta ha sido considerada por
otros autores (Reichenbach, 1989; Reichenbach y col., 1989; Reichenbach y Robinson,
1995). Reichenbach (1989) clasifica las distintas formas de prolongaciones gliales en base al
entorno celular en que se hallan y elabora una clasificación de los distintos tipos de células
de glía en base al tipo de prolongaciones que presentan. Uno de los ejemplos citados por el
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autor son las células ependimogliales o relacionadas (las células de Mifiler entre ellas), que
contactan con los espacios ventriculares o con espacios derivados de ellos, las cuales emiten
microvillí hacia estos espacios en todas las especies de vertebrados estudiadas (Reichenbach
y Robinson, 1995). Este punto de vista, que supone una fuerte influencia del ambiente sobre
la diferenciación de las células de glía en general y sobre la célula de MUller en particular es
razonable, pues resulta dificil por el momento aceptar que sólo el programa genético, sin
interacción con el microambiente, es capaz de originar la diferenciación de la forma de la
célula de Millíer y la distribución de sus prolongaciones en estrecha relación con las capas
de la retina que atraviesan. Además, no sólo las prolongaciones de la célula se distribuyen
heterogéneamente en las distintas capas de la retina; también ocurre ésto con los orgénulos
y con elementos del citoesqueleto (Meller y Glees, 1965; Rasmussen, 1972, 1974; Uga y
Smelser, 1973a; Reichenbach y col., 1989a). En apoyo de este punto de vista está el hecho
de que las células de Múller cultivadas sin interacción con otras células de la retina, forman
una monocapa de células poligonales planas sin el menor parecido a las células de Míllíer in
sitie (Li y Sheffield, 1984) y que además expresan algunas características bioquímicas distintas
de las que presentan in sitie, quizás porque las neuronas en la retina intacta suprimen la
expresión de algunas proteínas (Wolburg y col., 1990; Dabin y Barnstable, 1995). La
interacción localizada de la célula de Millíer con las células de su entorno durante el
desarrollo, podría actuar reprimiendo la emisión de prolongaciones en determinadas zonas de
la célula (nos referimos a las del sprouting) o induciendo la formación de prolongaciones en
zonas concretas, lo que quizás podría ocurrir por conversión del sprouting en prolongaciones
estables. Queda por determinar la naturaleza de las interacciones celulares que hacen que la
célula de Múller emita sus prolongaciones siguiendo un patrón tan estereotipado, así como
la contribución del programa genético específico de estas células. El avance en esta dirección
nos parece importante no sólo para entender la morfogénesis de esta célula, sino para conocer
procesos básicos de la Biología del Desarrollo del SNC. Sin embargo, la interacción celular
no parece jugar el mismo papel en la diferenciación de todos los tipos de células de la retina.
Así, los fotorreceptores siguen su desarrollo en cultivo, sin interacciones con otras células,
de forma muy similar a como lo hacen in site (Adíer, 1987), lo cual sugiere que es
principalmente el programa genético el que dirige la morfogénesis de los fotorreceptores.
La emisión de prolongaciones y los cambios de forma de células de glía se han
estudiado sobre todo in vitro, en cultivos celulares de astrocitos. En cultivo, el microambiente
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se puede modificar añadiendo o retirando del medio determinadas sustancias, así como
variando el sustrato empleado y los tipos celulares que crecen en el cultivo. Cuando los
astrocitos se ponen en cultivo en ausencia de neuronas, o a baja concentración de células
sembradas, son células con apariencia epitelial, poligonales y extendidas; como hemos dicho
a las células de Múller les ocurre lo mismo. Sin embargo, hay varios factores que hacen que
los astrocitos emitan prolongaciones y adopten formas que recuerdan a las que presentan in
sitie. Uno de ellos es precisamente el contacto con neuronas (Hatten y Liem, 1981; Mason
y col., 1988; Torres-Alemán y col., 1992). Este contacto promueve crecimiento de
prolongaciones. Por otra parte, también se han descrito ejemplos de crecimiento de
prolongaciones gliales en respuesta a cambios en la actividad neuronal in sine, como ocurre
por ejemplo en el núcleo supraóptico de rata durante la lactancia (Salm y col., 1985), por
deshidratación (Chapman y col., 1986) o por bloqueo reversible de la actividad aferente en
el núcleo coclear del pollo (Canady y Rubel, 1992). Así pues, tanto in vitro como in sitie, la
presencia de neuronas y la actividad neuronal se ha visto que modifican la morfología de
células gliales y las inducen a formar prolongaciones. Nuestro estudio es el primero en
estudiar in vivo/a vivo la emisión de prolongaciones de las células de Múller y ofrece nuevas
perspectivas para diseñar experimentos ¡ti vivo y ex vivo encaminados a profundizar en el
estudio de la interacción neurona-glía durante el desarrollo de la retina, a nivel celular y
molecular.
El término “cono de crecimiento” se utiliza principalmente en referencia al cono de
crecimiento axónico, una estructura que va en el ápice del axon y le hace crecer, así como
“navegar”, es decir, dirigirse a su diana. Algunos axones viajan a distancias considerables y
es el cono el que guía al axon a través de microambientes que contienen señales atrayentes
o repelentes para el cono (Kater y Rehder, 1995). Sin embargo, también se habla de conos
de crecimiento de dendritas de neuronas en cultivo e in sitie (Banker y Cowan, 1979), de
conos de crecimiento de células neuroepiteliales en fase % del ciclo (Hinds y Ruffet, 1971;
Prada, C. y Ramírez, 1983) o de conos de crecimiento de las “prolongaciones guía” (leading
processes) de neuroblastos en migración (Book y Morest, 1990). Por lo tanto, cono de
crecimiento es cualquier estructura abultada situada en el ápice de una prolongación en
crecimiento. También en el extremo de las prolongaciones de los astrocitos que experimentan
un crecimiento neto en cultivo, se han encontrado cienos engrosamientos denominados ápices
de crecimiento que en cierto modo se parecen a los conos de crecimiento axonales (Mason
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y col., 1988; Baorto y col., 1992), y que por lo dicho anteriormente son considerados conos
de crecimiento gliales (Hatten, 1987). Nosotros describimos por vez primera en las células
de Múller disgregadas prolongaciones que surgen de la porción distal de la prolongación
vítrea y van rematadas por pequeños abultamientos o conos de crecimiento. Sin embargo, las
prolongaciones vítreas que surgen de la porción proximal al soma no presentan abultamientos
en sus extremos de crecimiento y, por tanto, podríanno crecer por mecanismos mediadospor
conos de crecimiento.
El crecimiento neto no es el único sistema por el que los astrocitos forman sus
prolongaciones en cultivo. En ausencia de neuronas, determinados factores que aumentan la
concentración de cAMP intracelular (proceso al parecer mediado por receptores ¡3-
adrenérgicos) inducen un fenómeno que se ha denominado “cavitación” (Pollenz y McCarthy,
1986; Shain y col., 1987, 1992; Goidman y Abramson, 1990). El borde de la célula se retrae
hacia la zona central, dejando tras la retracción porciones de citoplasma más condesado y con
un citoesqueleto más organizado, de modo que se establecen complejas prolongaciones, a
veces comunicadas por zonas laminosas, las cuales no superan el espacio que ocupaba la
célula en reposo. Hay autores que sugieren que este proceso de cavitación es el primerpaso,
no imprescindible, antes del crecimiento neto de prolongaciones (Baorto y col., 1992). Este
proceso es inhibido por glutamato (Shao y col., 1994) y endotelinas (Koyama y Baba, 1994),
por lo que, si realmente ocurre in sitie, puede también estar regulado por la actividad neuronal
o por factores ambientales. Por último, se ha observado en estudios in vivo que
prolongaciones de astrocitos sometidas a estiramiento pueden elongarse (Jaeger, 1988). Esto,
que parece obvio, no lo es tanto, pues las prolongaciones podrían no ser capaces de elongarse
en respuesta el estiramiento. El hecho de que se elonguen implica que existe una cierta
plasticidad en la prolongación, y que hay síntesis y/o reordenamiento de moléculas del
citoesqueleto y de la membrana plasmática en respuesta a ese estímulo. Estos resultados
apoyan la posibilidad de que existan mecanismos de crecimiento en determinadas
prolongaciones de las células de Múller diferentes a los conocidos mediados por conos de
crecimiento.
La ramificación del extremo distal de la prolongación ventricular tampoco parece
ocurnr por crecimiento mediante conos, y podría no haber crecimiento neto de
prolongaciones, dado que este extremo de la célula permanece fijo, siempre en la posición
de la MLE. Así pues, no es posible que haya prolongaciones creciendo en contacto con la
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zona diana. Nuestras observaciones en células embrionarias disgregadas revelan la existencia
de una bifurcación que se hace más marcada a medida que progresa el desarrollo. Esta
bifurcación podría surgir por un proceso similar al de cavitación antes mencionado para
astrocitos en cultivo. La membrana se retraería en tomo a elementos del citoesqueleto y se
formarían las estructuras en “T” y en “Y” que hemos descrito en las disociaciones. Este
fenómeno podría potenciarse por un proceso de elongación de la célula en esta zona, debido
al aumento de grosor de la CNE por el crecimiento de los fotorreceptores dentro de esta capa
(López-López, 1991). La parte de la célula de Múller comprendida en la CNE se vería
sometida a un estiramiento, ya que tiene uniones con los fotorreceptores a nivel de la MLE.
El estiramiento en esta zona nos parece más probablemente motivado por los fotorreceptores
que por las células de Míllíer, que parecen más susceptibles de ser influidas por su entorno
(Reichenbach, 1989) que los fotorreceptores (Adíer, 1987). Las observaciones en las que nos
basamos para sugerir este posible mecanismo son puramente morfológicas, y no pretendemos
sugerir que el mecanismo o las señales implicadas en la cavitación de astrocitos en cultivo y
en la diferenciación de esta zona de la célula de Múller sean los mismos, pues no sabemos
siquiera si la cavitación de los astrocitos ocurre in sitie. Aunque se ha descrito aumento de la
concentración intracelular de cAMP en células de Múller de poíío cultivadas expuestas a
glucagón y péptido intestinal vasoactivo (Koh y col., 1984), no se ha relacionado con
cambios de morfología. Lo que sí parece probable es que, cualquiera que sea el mecanismo
implicado, los fotorreceptores jueguen un papel destacado, dado que las prolongaciones y
laminaciones de las Múller rodean, al menos parcialmente, los somas de estas células (Meller
y Olees, 1965). Un proceso de bifurcación de prolongaciones sin mediar conos de crecimiento
ha sido también descrito por López-Gallardo (1995) en un estudio del desarrollo de la
dendrita apical de las células piramidales del hipocampo in sitie. En este caso, el punto de
bifurcación de dicha dendrita se aproxima al soma a medida que progresa el desarrollo y no
se han observado conos de crecimiento que puedan explicar el proceso de bifurcación.
Las fmas prolongaciones que crecen desde el extremo de la prolongación ventricular
y aparentemente se orientan hacia la CPE son posiblemente las descritas por Meller y Olees
(1965), las cuales rodean los contactos sinápticos entre los fotorreceptores y las células
bipolares. No hemos podido seguir en detalle el desarrollo de estas prolongaciones, pues son
extremadamente finas, lo que dificulta su observación. Es evidente que estas prolongaciones
experimentan un proceso de crecimiento neto sobre el cua] no podemos decir si está mediado
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o no por conos de crecimiento. La presencia en las células disgregadas de estas
prolongaciones tan sumamente fmas nos da confianza sobre la falta de agresividad de nuestro
método de disociación.
El fenómeno de emisión de sprouting generalizado, hasta donde nosotros sabemos, no
ha sido previamente descrito para las células de Millíer. Nuestros resultados muestran que la
emisión de prolongaciones transitorias sólo ocurre durante una etapa del desarrollo (ES-El 3,
aproximadamente) y presenta un patrón espacial en la célula que varía con el estadio del
desarollo. Aparece por toda la célula en los estadios más jóvenes y, a partir de E12, se
restringe a zonas concretas de la célula en las cuales surgen prolongaciones estables. Dado
que el sprouting no ha sido observado por el método de Golgi, cabría la posibilidad de que
se tratase de un resultado artefactual del método de disociación. Sin embargo, el patrón
espacio-temporal que manifiesta no es compatible con esta posibilidad. Tampoco es
compatible con la posibilidad de que el sprouting sea emitido por la célula en el medio de
disociación, inducido por algún factor presente en éste. En el caso de que se tratara de un
fenómeno provocado por el proceso de disgregación, implicaría una distinta susceptibilidad
a la emisión de sprouting según el estadio y la porción de la célula, lo que tendría en
cualquier caso un significado biológico. Por otra parte, es ya conocido que otras células de
la retina, como las ganglionares desplazadas (Prada, C. y col., 1992), las amacrinas
colinérgicas (Génis-Gálvez y col., 1977; López-Gallardo y col., 1995) y los fotorreceptores
(López-Lopez, 1991), emiten sproutíng en estadios iniciales de su diferenciación. En las
ganglionares desplazadas la aparición de sprouting a nivel de la CPI es, de hecho, el criterio
utilizado para la identificación temprana de estas células. En neuronas cultivadas la emisión
de múltiples prolongaciones transitorias es un fenómeno general previo a la emisión de
prolongaciones definitivas, principalmente el axon (Dotti y col., 1988). También hay emisión
de espículas en la superficie de los astrocitos en estadios previos a la emisión de
prolongaciones inducidas por contacto con neuronas (Mason y col., 1988). Se ha descrito
también la emisión de sprouting en astrocitos cultivados y expuestos a glutamato en ausencia
de contacto con neuronas y en astrocitos que están en contacto con conos de crecimiento
axonal (Cornelí-Belí y col., 1990). Es evidente, pues, que nos encontramos ante un fenómeno
común a múltiples tipos de células del SNC, previo a la emisión de prolongaciones definitvas.
¿Qué puede motivar la emisión de este sprouting en el caso de la célula de Múller? Cualquier
hipótesis que formulemos no deja de ser una conjetura, pero podemos apuntar alguna
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posibilidad. Una de ellas sería que ciertas señales extracelulares o el programa interno de la
célula podrían inducir la formación generalizada de prolongaciones transitorias, de las cuales
se establecerían como definitivas sólo aquéllas que, por algún motivo, fuesen favorecidas.
Dado que la emisión focalizada de sprouting ocurre en la zona de la prolongación vítrea más
cercana al soma y en determinadas prolongaciones de la cabellera en formación, las más
cortas, y que estas zonas se encuentran dentro de la CNI, podemos especular con que algún
componente de esta capa podría ser el inductor de ese proceso, bien por contacto directo o
por medio de señales extracelulares.
Las prolongaciones que hemos observado en las células de Múller adultas a nivel de
la CNE y que constituyen las aparentes ramificaciones del extremo clistal de la prolongación
ventricular, son similares a las que aparecen en células disgregadas de conejo (Reichenbach
y Reichelt, 1 986), especie en la que se ha descrito que los somas de los fotorreceptores están
totalmente recubiertos de expansiones laminares de las células de Múller, tanto en
preparaciones de Golgi (Reichenbach y col., 1989, véase la figura 1.8) como
inmunohistoquimicas (Robinson y Dreher, 1990, figura 1.9). Esta parece ser una
característica común a todas las especies de mamíferos estudiadas (Dreher y col., 1992, figura
1.10; Reichenbach y Robinson, 1995). Sin embargo, en polio estas expansiones laminares no
aparecen claramente definidas en tinciones de Golgi (Ramón y Cajal, 1892, figura 1.5; Prada,
F. y col., 1989b, figura 1.11). En cambio, en estudios ultraestructurales sí se ha observado
que los somas de los fotorreceptores están bordeados por expansiones de las células de Múller
(Meller y Glees, 1965). El estudio de la disposición espacial de las aparentes ramificaciones
del extremo ventricular de la célula descritas en este trabajo requeriría la reconstrucción de
cortes seriados ultrafinos.
Los trabajos de Ramón y Caja] (1892) y Prada, F. y col. (1989b) en polío utilizando
secciones impregnadas por el método de Golgi, muestran expansiones de la célula de Múller
a nivel de la CNI que rodean parcialmente los somas de las neuronas situadas en esta capa.
Meller y Glees (1965), en un estudio de microscopia electrónica corroboran este hecho, e
indican que el recubrimiento es prácticamente total, debido al solapamiento de estas
expansiones entre células de Miller vecinas. Este aislamiento de las neuronas de la CNI se
ha observado en todas las especies estudiadas ultraestructuralmente (Reichenbach y Robinson,
1995; Reichenbach y col., 1995). En nuestras células disgregadas no hemos observado estas
expansiones, como tampoco se han observado en células de Múller disociadas de otras
107
especies (Sartby y Lam, 1978; Sarthy y Bunt, 1982; Reichenbach y col., 1988b), lo cual
podría deberse a que o bien se retraen, o bien adquieren otra disposición espacial que hace
imposible su observación.
En nuestro estudio no hemos encontrado las células de Múller tipo II descritas por
Prada, F. y col. (1989b), sino que hemos encontrado variaciones de la forma básica de la
célula tipo 1 descrita por estos autores, que es también el tipo descrito por Ramón y Cajal
(1892). Una posibilidad es que no hayamos encontrado las células tipo II por ser menos
abundantes y además localizarse en mayor proporción en la retina periférica, de la cual
nosotros desechamos buena parte. Otra posibilidad es que en estas células las prolongaciones
de la cabellera se agrupen o fasciculen de modo que den en preparaciones de Golgi la
impresión de poseer menos prolongaciones de las que en realidad poseen. Por último, dado
que las ilustraciones que estos autores presentan son de E19, y que indican que este tipo es
más frecuente en retina periférica, las formas tipo II podrían corresponder a células en la fase
3 de diferenciación, con morfología global similar a la del adulto, pero que todavía carecen
de alguna de las prolongaciones de la cabellera.
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5.3 ESTUDIO DE LA SUPERFICIE DE MEMBRANA DE LAS CELULAS DE
MULLER
Los métodos usados corrientemente para calcular superficie celular se distinguen en
base a la utilización de técnicas electrofisiológicas o geométricas. Las técnicas
electrofisiológicas consisten en hallar, bajo condiciones de fijación de voltaje, la capacidad
eléctrica total de la membrana de la célula en estudio. Dado que la capacidad específica de
las membranas biológicas es bastante constante (alrededor de 1 gF/cm2), a partir de este dato
se puede calcular la superficie de la célula. La precisión de la medida depende
fundamentalmente del tamaño y la geometría de la célula. Cuanto mayor y más irregular sea
ésta, menor será la superficie de membrana sometida a la fijación de voltaje, que es
precisamente la que estamos midiendo. Dada la compleja morfología de la célula de Múller,
esta técnica no es adecuada para medir su superficie.
Las técnicas geométricas usadas para medir superficie de células de Múller se
diferencian en base a la utilización de microscopia electrónica u óptica. La medición de áreas
mediante microscopia electrónica (expuesto por Rasmussen, 1972, 1973, 1975) resulta
compleja debido a la complejidad de las células de Múller. Se realiza utilizando
microfotografias en las que se identifican todos los perfiles de las células en estudio y se
determina la densidad de superficie, es decir, la superficie de membrana de la población
de células por unidad de volumen de tejido. Si se conoce qué cantidad de superficie de
membrana de células de Múller hay por unidad de volumen de retina, y se conoce también
el número de células que hay en el mismo volumen (se puede determinar contando los
núcleos), se puede averiguar la superficie media de membrana de una célula, simplemente
dividiendo la superficie total obtenida en las microfotografias entre el número de células. El
uso este método requiere medir siempre en la misma zona de la retina, puesto que la longitud
y la forma de las células de Múller varia según su localización en retina central o periférica.
Por otra parte, como la célula de Múller atraviesa todas las capas de la retina, hay que hallar
el valor de la densidad de superficie en todas las capas de la retina. Conociendo el grosor que
ocupa cada capa dentro de la retina, podemos averiguar la densidad de superficie de la célula
en todas las capas de la retina consideradas en conjunto. Los resultados obtenidos por este
método son fiables siempre que se cumplan los requisitos expuestos, aunque el efecto del
fijador empleado es dificilmente cuantificable y puede afectar de distinta forma a diferentes
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partes de la célula.
Utilizando microscopia óptica y por un método similar al empleado por nosotros,
Newinan (1985a) midió el área de células de Múller disgregadas de retina de salamandra
considerándolas formadas por fragmentos cilíndricos. Para ello dibujó a mano, de la pantalla
de un monitor de video, células individuales vivas en su medio de disociación. Dividió cada
célula en fragmentos cilíndricos de 3.5 pm de longitud y sumó las áreas laterales de cada uno
de estos fragmentos, junto con el área de los dos extremos de la célula. Este tipo de
aproximación es tanto más exacta cuanto menores son los segmentos cilíndricos considerados.
Dada la morfología de las células, este método debe proporcinar valores muy aproximados
a los reales para la prolongación vitrea, pero pensamos que infraestima la superficie del soma
y del pie de anclaje vítreo, los cuales tienen una contribución alta a la superficie celular total.
Nosotros hemos modelizado la célula de Múller como un cuerpo geométrico formado
por cilindros y por troncos de cono, un modelo que desde nuestro punto de vista se ajusta
más a la realidad. Para simplificar los cálculos hemos desarrollado una fórmula que nos
proporciona el área de este tipo de cuerpos. Aun cuando nuestro método podría ajustarse
bastante a la realidad, debido a la complejidad de la forma de la célula de Millíer y a las
limitaciones inherentes a la propia metodología, los valores absolutos del área de la célula que
hemos obtenido son una aproximación, pero que resulta útil para conocer el incremento en
superficie de membrana que tiene lugar en las distintas fases de diferenciación morfológica
de la célula.
El tamaño de determinadas prolongaciones de la célula son un factor limitante para
la aplicación del método usado. Por ésto, no hemos podido calcular la superficie de los
microvillí que presenta la célula adulta, pues su grosor está en el límite del poder de
resolución del microscopio óptico, y ni siquiera se puede contar su número. Igualmente,
algunas de las espículas y prolongaciones transitorias que presentan las células en desarrollo
son demasiado finas para poder ser medidas con precisión. Por ésto, hemos comenzado a
medir la superficie a partir de E13, estadio en el que el sprouting que presenta la célula tiene
un tamaño medible. Por otra parte, como ya hemos señalado anteriormente, ño podemos
descartar que la célula pierda alguna de sus prolongaciones durante el proceso de disociación.
El área de las células de Mtiller de conejo medida por microscopia electrónica de células ¡ti
sitie (Reichenbach y col., 1988b) es un 13% mayor que la de las mismas células disgregadas
y medidas con una combinación de microscopia electrónica y óptica (Reichenbach y col.,
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1988a), quizá porque estas últimas pierdan prolongaciones. Para intentar minimizar este
factor, sólo medimos células sin ningún signo aparente de deterioro. Además, tanto las células
embrionarias (trabajo de Tesina) como las adultas (Prada, F. y col., 1989b) presentan en las
preparaciones de Golgi porciones aparentemente velamentosas que no aparecen en las
disgregadas, bien porque se pierden, o bien porque no son visualizables. Todos estos factores
conducen a una estimación a la baja de la superficie celular.
En nuestra modelización hemos asumido que las células quedan adheridas al porta sin
perder su forma. Sin embargo, las células se adhieren a éste en grado variable, lo que puede
inducir un cierto grado de deformación en las células. Así, si la adhesión es excesiva, las
medidas de grosor que tomemos serán mayores de lo que son en la realidad. El caso extremo
se daría si las células quedaran totalmente aplastadas contra el porta, en cuyo caso el grosor
que mediríamos para una prolongación sería 1,57 veces (r/2) su valor real, ya que lo que
tomaríamos como diámetro sería en realidad la mitad de la longitud de la circunferencia que
rodea a dicha prolongación. En nuestras preparaciones las células no están exageradamente
adheridas, ya que a grandes aumentos se distinguen claramente varios planos de foco en ellas.
Por tanto, el factor de error debido al grado variable de adhesión es menor de 1.57.
La modelización que hemos realizado se ha desarrollado para cuerpos geométricos de
simetría bilateral. Este requisito no es completamente cumplido por las células de Múller, ni
siquiera in sitie, ya que algunas porciones de las prolongaciones de las células presentan un
curso tortuoso en preparaciones de Golgi. Además, en el proceso de disgregación y extensión
sobre portas las células sufren tensiones que hacen que se flexionen las prolongaciones y se
pierda el eje de simetría, observándose que la longitud lateral no es la misma en ambos lados
de la célula. Esto lo hemos compensado tomando como longitud lateral la mitad del
perímetro, con lo que estamos promediando las longitudes laterales de ambos lados de la
célula. El efecto esperado de la flexión es una disminución en la longitud observada, lo que
se determinaría una disminución del área calculada con respecto al área real. Aunque no
podemos cuantificar este efecto, que dependerá de las propiedades fisicas de la célula y su
membrana, como la flexibilidad, podemos apreciar intuitivamente que este efecto será tanto
menor cuanto menor sea el grosor de las prolongaciones. Como son precisamente las
prolongaciones más delgadas las que más se flexionan, podemos asumir que el efecto debe
ser pequeño. Este problema también se plantea en el antes mencionado estudio de Newman
(1985a), quien asume la simetría bilateral de las células como una exigencia del modelo, sin
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plantear esta cuestión en la discusión.
Si bien la complejidad morfológica de la célula de Millíer del polío hace
particularmente dificil abordar el estudio de su superficie de membrana, nuestro abordaje
constituye el primer desafio a esta complejidad. Hemos hecho una modelización meticulosa
de cada célula y hemos obtenido unas medidas que, considerando la existencia de factores que
contribuyen de manera opuesta (sobreestimación e infraestimación) al error en la medida,
pensamos que podrían ser bastantes próximas a las reales.
Al no haber en la literatura medidas de superficie de la célula de Millíer del poílo, no
podemos comparar con otros estudios. Sin embargo, podemos comparar nuestros resultados
en células adultas con los obtenidos en otras especies de vertebrados, en relación a los cuales
podemos especular. En la tabla D.2 resumimos los resultados obtenidos por los diferentes
Tabla Di
Valores de la superficie de membrana de las células de Mitiler adultas en varías especies
estudiadas.
ESPECIE SUPERFICIE (¿an2) AUTOR










(Ambistoma tígrinum mavoraum) 5540 Newman, 1985a
conejo, células ¿ti síu, nilelinizad) Reichenbach y col, 1988b
Conejo, células disgregadas 6823 (región periférica) Reichenbach y col, 1 988a
Pollo
(Gallus damesticus) 2948 Resultados de este trabajo
autores, en los que se observa que en casi todas las especies estudiadas la célula de Múller
tiene entre 2000 y 7000pm2 de superficie, excepto en la salamanquesa, que tiene una
superficie mucho mayor. Este valor tan alto puede entenderse si consideramos que la
morfología de las células de Millíer de reptiles puede ser tremendamente compleja (véase, en
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la figura 1.7, la célula de Múller del camaleón). El valor que hemos obtenido para la
superficie de las células de Múller de poiío estaría entre los valores medios, lo que confirma
que el método de estimación puede ser adecuado. Al valor que hemos obtenido habría que
añadirle la superficie del microvilli, que no hemos podido calcular. En el conejo el m¡crovilli
aporta una superficie de 220-36O~m2 por célula (Reichenbach y col., 1988b). Añadiendo este
valor a la superficie obtenida en poíío, tenemos 31 68-3308¡nn2 para la célula de Múller en
esta especie.
La superficie de membrana de una célula depende de su longitud, del grosor de sus
prolongaciones y del grado de ramificación de las mismas. No tenemos ilustraciones de las
células de Míllíer en las especies estudiadas por Rasmussen (¡973, 1975), salvo en el caso
de la rata, por lo que no podemos evaluar su complejidad morfológica sino indirectamente,
a través de los datos de superficie de membrana que presentan. La célula de Múller de la
salamandra (Newman, 1 985a), pese a no estar ramificada, presenta una gran superficie de
membrana, lo cual es atribuible al grosor de sus prolongaciones, como hemos comprobado
gráficamente sobre una de las ilustraciones que presenta el autor. La célula de Múller del
conejo, sin embargo, plantea un resultado sorprendente, pues hemos medido la superficie de
alguna de las células de conejo disociadas por el grupo de Reichenbach y hemos obtenido una
superficie de aproximadamente 1 500~2, lo cual es bastante menor que los valores que
presentan los autores (6823~m2). Este valor es más cercano al esperable intuitivamente, por
comparación de células de Múller digregadas de polío y conejo fotografiadas a los mismos
aumentos. Es posible que la disparidad entre sus resultados y nuestros cálculos sea debida al
método de medida empleado, ya que estos autores miden la superficie de las células
disgregadas usando microscopia electrónica, un enfoque muy distinto al que empleamos
nosotros. Al microscopio electrónico se contabilizan las zonas laminares que no se observan
al microscopio óptico, obteniendo por nuestro método una estimación a la baja del área de
las células. Queremos señalar, por último, que la superficie de membrana de la célula de
Múller de rata, que fue calculada por microscopia electrónica in s¡tu por Rasmussen (1973),
es bastante menor que la de conejo, pese a tener una longitud mayor (observaciones propias)
que la del conejo y tener una forma general muy similar a la de éste. De momento, no
sabemos explicar estas discrepancias. El cálculo de la superficie de membrana de células de
Múller de rata y de conejo con nuestro método podría proporcionar una explicación.
Las diferencias entre la superficie de membrana plasmática en unas especies y otras
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han intentado ser explicadas por las diferencias de vascularización de la retina en las distintas
especies estudiadas, así como por la distinta proporción de conos y bastones (Rasmussen,
1975), pero desde nuestro punto de vista, esta relación está aún lejos de ser demostrada.
Si bien los valores absolutos obtenidos en nuestro estudio podrían tomarse con cierta
cautela, al no poder ser cotejados con otros estudios, no ocurre así con los resultados relativos
al crecimiento en superficie a lo largo del desarrollo, ya que todas las células han sido
sometidas al mismo proceso y están sujetas a los mismos errores de medida. Así pues, el
crecimiento en superficie que observamos es real y los factores de incremento observados
entre estadios podrían ser bastante aproximados a los que ocurren ¡n sitie. Que sepamos,
ningún estudio ha cuantificado el aumento de la superficie de membrana de estas células a lo
largo del desarrollo en ninguna especie. Lo más interesante, desde nuestro punto de vista, es
la diferencia en el ritmo de crecimiento de la porción ventricular de la célula y de la vitrea,
y el considerable incremento de superficie de membrana que experimenta la célula en su
porción vítrea, el cual indica una polarización en el crecimiento de la célula que implica
polarización del tráfico molecular intracelular. Los mecanismos que controlan la polarización
de las células están empezando a investigarse. La célula de Múller se perfila como un buen
modelo a investigar, para avanzar en este conocimiento.
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5.4 EXPRESION DE MOLECULAS DE CITOESQUELETO
Es bien conocido que el citoesqueleto está formado, en las células no musculares, por
tres sistemas de proteínas filamentosas: los microtúbulos, formados por dímeros de a- y 13-
tubulina, los microfilamentos, formados por monómeros de actina, y los filamentos
intermedios, que pueden estar formados por monómeros de diferentes familias de proteínas.
Cada uno de estos componentes del citoesqueleto une determinadas proteínas que se
denominan ~~asociadas”.La composición del citoesqueleto y la distribución de moléculas del
mismo varía de célula a célula. Así, hay isotipos tanto de tubulina (Banerjee y Luduena,
1992) como de actina (Vanderkeckhove y Weber, 1978), los cuales se presentan en
determinados tejidos y no en otros. Esto es aún más notable en los filamentos intermedios,
los cuales se agrupan en 6 ó 7 familias, con varios componentes cada una, que también se
localizan en determinados tejidos y no en otros (Hemmati-Brivanlou y col., 1992; Duprey y
Paulin, 1995). La composición y estructuración del citoesqueleto tambiénvaría dentro de una
misma célula. En las neuronas, por ejemplo, es muy distinta en el soma y en el axon (Braun
y col., 1993). También varía a lo largo del desarrollo de una célula, como ocurre, por
ejemplo, con la expresión de diferentes tipos de filamentos intermedios (Duprey y Paulin,
1995). La variabilidad del citoesqueleto no afecta solamente a los componentes principales,
sino también a las proteinas asociadas, que igualmente se distribuyen de diferente manera
según el tipo celular, la localización subcelular y el momento del desarrollo (una revisión
interesante sobre proteínas asociadas a microtúbulos fuehecha por Bates y col., 1993, y sobre
proteínas asociadas a microfilamentos por Way y Weeds, 1990).
La mayor parte de los estudios realizados iii vivo sobre el citoesqueleto de las células
de glia en general y de las células de Múller en particular, tratan sobre la expresión y
distribución de determinados tipos de filamentos intermedios (véase el apartado 1.3.3.3 de
la introducción). La utilización en los últimos años de anticuerpos monoclonales específicos
contra filamentos intermedios o moléculas asociadas, los cuales marcan exclusivamente células
de glia y no neuronas, han permitido conocer no sólo la expresión de estas moléculas en
regiones diferentes del SNC, sino también la distribución de las células de glia en el mismo.
Uno de nuestros objetivos era estudiar la expresión y distribución intracelular de tres
moléculas del citoesqueleto en la célula de Millera lo largo del desarrollo, prestando especial
atención a suposible distribución en prolongaciones en proceso de crecimiento o en las zonas
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donde se originan dichas prolongaciones, así como en los posibles conos de crecimiento.
Hemos empleado un enfoque novedoso, consistente en utilizar células recién disgregadas, las
cuales mantienen las formas que presentan in sitie después de la disgregación y extensión en
cubres. Con nuestro método hemos conseguido mantener la organización del citoesqueleto
reduciendo al mínimo el tiempo transcurrido desde la disociación hasta que las células son
fijadas. Podemos decir, por lo tanto, que se trata de un estudio ex-vivo/¡n v¡vo, puesto que
tras la disociación no sustituimos el medio natural en el que están las células en el tejido por
ningún medio de cultivo artificial. Queremos destacar que con nuestro método las células no
se adhieren a la matriz extracelular que disponemos sobre el cubre por umones como las que
se establecen en cultivo, pues esto implicaría una reorganización del citoesqueleto, sino que
se adhieren a sustratos adhesivos ayudadas por la centrifugación. Un enfoqueparecido ha sido
empleado por Weiler y Janssen-Bienhold (1993) para estudiar la distribución de actina en
células horizontales de retina de carpa, aunque estos autores dejaron adherir las células a poli-
L-lisina durante una hora. Hay algunos trabajos en los que se han aplicado técnicas de
inanunocitoquimica a células de Miller disociadas, pero en ninguno se ha estudiado la
distribución de actina ni de tubulina (Pfeiffer y col., 1994: glucógeno fosforilasa y vimentina
en conejo; Biedermann y col., 1995: receptor D2 para dopamina en rata; Grosche y col.,
1995: glutamina sintetasa, GFAP y producto del oncogén Bcl-2 en conejo). El fijador que
hemos empleado para marcar actina y tubulina contiene el detergente triton X-l00, con lo que
nos aseguramos de que la actina y la tubulina que se encuentran en forma soluble, sin formar
parte de microtúbulos o microfilamentos, se lavan (Letourneau, 1983; Gordon-Weeks, 1993).
De este modo, marcamos la actina y la tubulina que se encuentran polimerizadas, es decir,
formando parte del citoesqueleto.
Hemos elegido el monoclonal MAS 077, del clon YL 1/2, para marcar tubulina,
porque reconoce la subunidad a de la tubulina tirosinada. La a-tubulina se sintetiza con una
tirosina en el extremo C-terminal. Esta tirosina se elimina poco después de que la a-tubulina
se incorpore a un microtúbulo. Así, la forma tirosinizada es la que se ha sintetizado más
recientemente, y se asume que los microtúbulos formados exclusiva o mayoritariamente por
ella son los más recientemente polimerizados y los más inestables. Ahora bien, sabemos por
otros trabajos que la forma tirosinizada se distribuye en mayor o menor medida por todos los
microtúbulos (Baas y Black, 1990) y que su distribución coincide con la de la tubulina total.
No ocurre así con anticuerpos que marcan la forma destirosinizada, pues se ha descrito que
116
esta última no marca, por ejemplo, la tubulina que se encuentra en los conos de crecimiento
axónicos (Fan y col., 1993). Puesto que la distribución de a-tubulina y tubulina total
coinciden, en esta discusión usaremos tubulina y cx-tubulina indistintamente.
En la célula de Miller embrionaria el monoclonal MAS 077 marca un citoesqueleto
de tubulina por toda la célula, menos en los conos de crecimiento. En la célula adulta marca
solamente la prolongación ventricular, resultado éste que es acorde con lo descrito en conejo
por Magalihies y Coimbra (1972) por microscopia electrónica; no marca las prolongaciones
de la cabellera vítrea, ni los microvillí, en los que se sabe por estudios en otras células, como
las de] tracto digestivo, que no contienen citoesqueleto de tubulina (Alberts y col., 1992).
Para marcar la actina hemos usado el anticuerpo A 5441, del clon AC-l5, el cual
marca la isoforma B, de la cual se sabe que está presente en los conos de crecimiento
axonales (Ulloa y Avila, 1996), y que esperábamos que se encontrara en los conos de
crecimiento de las células de Miller. El marcaje intenso en los microvillí de la célula de
Miller adulta, así como en las prolongaciones de las células pigmentarias y su peculiar
distribución en los fotorreceptores, concordante con las observaciones de otros autores (Philp
y Nachmias, 1985; Madreperla y Adíer, 1989), indican que estamos marcando
específicamente actina.
La célula de Miller del polío contiene tres tipos de moléculas constituyentes de
filamentos intermedios, vimentina, GFAP y desmina. Prada, F. y col., 1995 encontraron una
molécula nueva del citoesqueleto de esta célula, reconocida por el anticuerpo monoclonal
3CB2, que podría ser un filamento intermedio o una proteína asociada. Estos autores
descartan que sea cualquiera de los filamentos intermedios descritos en células de Miller. Nos
interesó este monoclonal por ser un marcador muy especifico de células de Miller y el que
más temprano las marca en el tejido, y porque se había realizado con éxito la tinción de
células disgregadas de estadios avanzados del desarrollo (Prada, F. y col~, 1995). El hecho
de que se trata de una molécula de citoesqueleto queda de nuevo confirmado por nuestros
propios resultados, ya que mostramos claramente la tinción de filamentos discretos y redes
de filamentos en las células disociadas.
Otro de nuestros objetivos era caracterizar molecularmente los conos de crecimiento
de las células de Miller. Anteriormente hemos dicho que los conos de crecimiento mejor
estudiados son los axonales, las estructuras por medio de las cuales crecen y navegan los
axones. Estas estructuras presentan dos dominios; el central es rico en microtúbulos y
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contiene orgánulos, el periférico o lamelar es rico en microfilamentos y carece de orgánulos.
De la zona periférica se emiten abundantes espiculas o filopodios que contienen también
microfilamentos (Goldberg y Burmeister, 1989). Se han descrito diversos marcadores de
conos de crecimiento axonales, quizás el más empleado la proteína GAP-43 (Skene y col.,
1986), los cuales no han sido empleados en este trabajo, y que merecería la pena conocer si
son constitutivos de los conos de crecimiento de las células de Múller. Uno de los ejemplos
de cono de crecimiento axonal estudiado en la literatura es el de las células ganglionares de
la retina. En nuestras preparaciones de células disgregadas y semidisgregadas hemos
identificado estos conos de crecimiento en estadios en los que son especialemte abundantes
(E6-EIO), cuando las células ganglionares están en fase inicial de diferenciación y emiten su
axon (Prada, C. y col., 1991). En ellos se observa que hay un núcleo marcado con mni-
tubulina, distalmente al cual hay marcaje de ¡3-actina. Estos conos también se marcan con el
monoclonal 3CB2. Por otra parte, se acepta que el citoesqueleto de los conos de crecimiento
axónicos es altamente inestable (Baas y Black, 1990; en general, todos los autores que
trabajan con conos de crecimiento resaltan lo fácilmente que se desorganiza su citoesqueleto),
y sin embargo con nuestro método de disgregación y preparación de las células no parece
desorganizarse, al menos en los conos de las células ganglionares y de las células horizontales
de la retina. Estos también han sido identificados y mantienen en las células disgregadas sus
formas y la distribución de 3CB2 conocidas por estudios in vivo. Así pues, estos resultados
también evidencian que el citoesqueleto no se desorganiza tras la disociación. La visualización
de conos de crecimiento en células disgregadas del SNC es un hecho nuevo, interesante en
si mismo, puesto que permite su estudio sin necesidad de poner las células in vitro, situación
en la que, como es bien sabido, las células varían la organización de su citoesqueleto en
función del sustrato elegido para su cultivo.
Nuestros resultados indican que la expresión de los componentes del citoesqueleto
varía a lo largo del desarrollo. Así, mientras la expresión de 3CB2 aumenta a medida que
progresa el desarrollo, la expresión de a-tubulina y 13-actina disminuye claramente y su
distribución intracelular varia. Dado que las células han seguido el mismo procesamiento en
todos los estadios de desarrollo estudiados, tenemos que descartar que el método de
prepararlas sea la causa de las diferencias observadas en la intensidad del marcaje. Sin
embargo, estos resultados han de ser analizados con cierta cautela, pues las diferencias en
intensidad de marcaje pueden estar relacionadas con otros factores, como la exposición de los
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epitopos que reconocen los anticuerpos, la estabilidad de los elementos del citoesqueleto en
distintas zonas de la célula o la diferente concentración de las moléculas en partes concretas
de la célula para realizar funciones localizadas. Asumiendo que los microtúbulos y
microfilamentos no tienen por qué ser igualmente estables en todas las zonas de la célula,
podría ocurrir, por ejemplo, que sólo detectásemos los que no se despolimerizan, es decir,
los más resistentes a la disgregación y manipulación posterior de las células. Sin embargo,
el grado de preservación de la forma de los conos de crecimiento axónicos de las células
ganglionares y horizontales, y de los conos de crecimiento de las células de Miller, asi como
la distribución de las tres moléculas en ellos, junto con la distribución y estructuración de
3CB2, 13-actina y tubulina en la célula de Miller adulta (y en otras células de la retina), nos
hacen pensar que el patrón de marcaje que observamos se corresponde con la distribución real
de las moléculas iii sitie. Baorto y col. (1992) han descrito que la formación de
prolongaciones por los astrocitos en cultivo conileva una redistribución de la actina, que
desaparece en gran medida del soma celular y se concentra principalmente en las
prolongaciones en crecimiento, donde podría jugar un papel similar al que juega en los conos
de crecimiento axonales. Nuestros resultados, al mostrar marcaje diferencialmente intenso de
¡3-actina y a-tubulina en las prolongaciones y zonas de crecimiento de la célula en desarrollo
indican que estas moléculas también ¡ir vivo juegan un papel en la emisión de prolongaciones.
A favor de esta interpretación están también los resultados de Goldnian y Abramson (1990),
quienes indican que las estructuras de actina que aparecen más patentes en astrocitos
cultivados, las llamadas fibras de stress, desaparecen cuando comienza la emisión de
prolongaciones. En estos estudios el marcador empleado para la actina es la faloidina, que
se une a F-actina. El monoclonal que empleamos nosotros sólo se une a 13-actina. Está en
nuestro proyecto de futuro inmediato emplear faloidina en nuestras preparaciones, pues en
las células de Miller podría haber también r-actina, dado que es una de las formas
encontradas por Flanagan y Lin (1979) en el SNC. Una vez que las prolongaciones definitivas
se establecen, la cantidad de microfilamentos y microtúbulos distribuidos por toda la célula
podría disminuir, quedando localizados en los lugares donde ejercen determinadas funciones.
La identidad de la molécula marcada por 3CB2 no está definitivamente aclarada, por
lo que es dificil dar un significado biológico al aumento en intensidad de marcaje que
observamos a lo largo del desarrollo. Prada, F. y col. (1995), indican que podría tratarse de
una proteína asociada a filamentos intermedios (IFAP), ya que aunque su distribución es
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distinta de la de los filamentos intermedios descritos hasta el momento, marca estructuras
filamentosas y se expresa en muchas de las células en las que se ha descrito la presencia de
vimentina. Sin embargo, no se puede descartar que se trate de un nuevo filamento intermedio
o de una modificación post-trancripcional de la vimentina que tuviese un epitopo no
reconocido por los anticuerpos disponibles actualmente contra vimentina. En principio no
parece probable que se trate de un filamento intermedio, pues se acepta que éstos no están
presentes en los conos de crecimiento; sin embargo, Heminati-Brivanlou y col. (1992) han
descrito un nuevo filamento intermedio, la tanabina, presente en determinados conos de
crecimiento del SNC de Xenopus laevis; coincidentemente, 3CB2 marca intensamente (con
mayor intensidad que los anticuerpos contra 13-actina y a-tubulina) los conos de crecimiento
axónico de células ganglionares y los conos de crecimiento de las células de Miller. Como
hemos visto en los resultados, 3CB2 marca absolutamente toda la célula, excepto el
microvilli, en células adultas. En las células fijadas con PFA, las usadas para testar 3CB2,
no se observa por contraste de fases el sproudng generalizado que las células presentan in
vivo o procesadas con otros fijadores. Es probable que el sprouting no se observe como
consecuencia de la fijación con PFA, y que 3CB2 no esté en él. Cornelí-Belí y col (1990)
señalan que las espiculas que forman el sprouting que emiten los astrocitos en cultivo
expuestos a glutamato contienen actina, pero no filamentos intermedios ni microtúbulos.
En el ápice de la prolongación vítrea de determinadas células de Miller embrionarias
hemos observado que la 13-actina rodea un núcleo central de tubulina. Aquí podría la
prolongación estar creciendo, dado que sabemos por las preparaciones de Golgi que, al menos
hasta El 1, aunque posiblemente también en estadios posteriores, existen células de Miller
que no llegan a la limitante vitrea, pero que crecen hasta alcanzarla. En esta zona de
crecimiento la 13-actina siempre se sitúa externa y distalmente a la tubulina, como ocurre en
los conos de crecimiento axónicos. También en la zona de emisión de la cabellera y en las
prolongaciones en crecimiento se observa abundante marcaje de 13-actina con el mismo patrón
de distribución. Es interesante señalar que en los conos de crecimiento axónicos la actina
parece implicada en la respuesta a señales y la tubulina en el crecimiento neto de la
prolongación (Bentley y Toroion-Raymond, 1986; Forscher y Smith, 1988; Davenport y col.,
1993), y que la actina se suele organizar en espículas, como ocurre en toda la prolongación
vítrea de la célula de Miller al inicio de su diferenciación. En un sentido amplio, podríamos
considerar toda la prolongación vitrea de la célula de Miller o porciones de la misma como
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“regiones de crecimiento”, es decir, zonas con la distribución de actina y tubulina propia de
los conos de crecimiento, pero implicadas en la emisión de numerosas prolongaciones, no en
el crecimiento de una prolongación preexistente.
En los conos de crecimiento de la parte distal de la prolongación vitrea de las células
de Múller se observa un marcaje intenso de 3CB2, al igual que en todas las prolongaciones
en crecimiento que formarán la cabellera vítrea. Así pues, es posible que la proteína
reconocida por 3CB2 esté implicada en la emisión y/o el crecimiento de las prolongaciones
de la célula de Múller. Tanto si se trata de un filamento intermedio como de una IFAP, esta
observación es coincidente con la realizada por Mason y col. (1988) en células de glia de
cerebelo cultivadas, quienes señalan que en los conos de crecimiento gliales hay acúmulo de
filamentos intermedios, lo cual no se observa en los axonales. Por otra parte, Wernstein y
col. (1991) han demostrado que un filamento intermedio (GFAP) es necesario para la emisión
de prolongaciones de astrocitos cultivados en respuesta al contacto con neuronas.
Son muchos los estudios que se pueden realizar sobre el citoesqueleto de las células
de Miller con la metodología que hemos puesto a punto, la cual ofrece el interés de combinar
experimentos in vivo con la manipulación de las células a-vivo. En este trabajo de Tesis
Doctoral hemos estudiado la expresión y localización de 3CB2, B-actina y a-tubulina. Sin
embargo, quedan muchas moléculas del citoesqueleto por estudiar, primero para conocer si
las células de Miller las expresan in sitie, y segundo para obtener información sobre su
función in vivo. La célula de Miller del poílo, por su compleja arquitectura y la emisión de
diferentes tipos de prolongaciones, se presenta como un excelente modelo para el estudio a























- El método que hemos desarrollado para disociar células de Miller de retina de
poíío, permite obtener un gran número de células con la morfología que presentan in sitie y
con su citoesqueleto preservados.
2.- La célula de Miller, durante su diferenciación morfológica, pasa por tres fases,
caracterizadas por: 1) emisión de sprouring generalizado, 2) emisión de prolongaciones desde
el extremo distal de la prolongación vitrea mediante conos de crecimiento, y 3) emisión de
prolongaciones desde la porción proximal de la prolongación vitrea y formación de
prolongaciones en el extremo distal de la prolongación ventricular, sin conos de crecimiento
aparentes.
3.- La variedad de formas de ramificación de las prolongaciones primitivas ventricular
y vítrea originan una variedad de formas adultas que eran desconocidas hasta ahora, y cuyo
significado biológico queda por desvelar.
4.- La célula de Miller incrementa su superficie de membrana más de 10 veces desde
El 3 hasta el adulto. Aunque el área de la prolongación ventricular experimenta un incremento
considerable (4 veces), el incremento que experimenta la prolongación vítrea es muy superior
(30 veces), debido a la formación de las múltiples prolongaciones de la cabellera vítrea.
Quedan por estudiar los mecanismos subyacentes a esta polarización del crecimiento de la
célula hacia la porción vítrea de la misma.
5.- La proteína 3CB2 se expresa en todas las células neuroepiteliales hasta E8, estadio
en el que su expresión queda restringida a las células de Miller hasta E14, momento a partir
del cual se expresa también en células horizontales. 3CB2 marca toda la célula de Miller
durante el período de diferenciación, incluyendo los conos de crecimiento y las
prolongaciones en crecimiento, excepto el sprouting de las células en las fases 1 y 2, En el
adulto 3CB2 rellena toda la célula con la excepción del microvilli.
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6.- La distribución de a-tubulina y 8-actina en la célula de Miller varía a lo largo del
desarrollo y está claramente compartimentalizada en la célula adulta, sugiriendo que estas
moléculas podrían servir a funciones diferentes a lo largo del desarrollo.
7.- En las fases 1 y 2 la a-tubulina forma un esqueleto interno en todas las
prolongaciones de la célula y en los conos de crecimiento, y no se encuentra en el sprouting
que surge de la prolongación vítrea. La ¡3-actina se distribuye por fuera de la a-tubulina en
toda la célula, incluyendo el sprouting y los conos decrecimiento. Esta distribución de ambas
moléculas en las prolongaciones iniciales de la célula es muy probablemente característica de
cualquier prolongación en crecimiento de las células del SNC, dado que una distribución
semejante se encuentra también en las prolongaciones en crecimiento de neuronas y gua en
cultivo.
8.- En la fase 3 de diferenciación la a-tubulina está distribuida por la prolongación
ventricular, soma y porción proximal de las prolongaciones en crecimiento que formarán la
cabellera vitrea. Esta distribución concuerda sólo en parte con la idea generalmente admitida
de que que los microtúbulos estabilizan las prolongaciones definitivas, al no encontrarse en
las prolongaciones definitivas de la prolongación vítrea. La ¡3-actina se distribuye por las
mismas zonas que la cr-tubulina, concentrándose más en la porción distal de la prolongación
ventricular. Además, marca zonas velamentosas de la región de la prolongación vítrea
proximal al soma, así como la mayor parte de las prolongaciones en crecimiento que parten
de esta zona. Esta distribución sugiere un papel de la 13-actina en la prolongación ventricular
diferente al conocido en los conos de crecimiento.
9.- En adulto, la a-tubulina está en toda la prolongación ventricular, excepto el
microvilli, así como en el soma y las porciones más gmesas de la prolongación vitrea,
mientras que la ¡3-actina sólo se encuentra en el mnicrovilli que surge del extremo distal de la
prolongación ventricular. Estos resultados muestran una compartimentalización de ambas
moléculas y una distribución polarizada hacia la porción ventricular de la célula, cuyo
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